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« Les hormones de croissance de nature auxinique, qui à côté de diverses propriétés, 
agissent sur le métabolisme végétal, doivent probablement une partie de leur compor- 
tement biochimique au fait qu’elles sont des chélateurs ». 

Parmi les travaux qui ont été consacrés aux phénomènes de chélation, certains 
appuient cette hypothèse, alors que d’autres la mettent aujourd'hui en doute. 

Avec notre technique et notre matériel habituels, nous avons effectué un cer- 
tain nombre d'essais se rapportant à ces processus. L'objet de ce travail est d’ana- 
lyser et de discuter quelques-uns des résultats obtenus. 


II. — QUELQUES TRAVAUX 


Le premier rapport concernant l’action des chélateurs sur la croissance a été 
présenté par BENNET-CLARK (1955). Auparavant d’autres travaux ont porté sur l’ac- 
tivité biologique de certains composés en relation avec les phénomènes de chélation. 
Parmi ces publications, citons celles de HEACK et BAILEY (1950), WEINSTEIN (1956), 
(voir PILET, 1961 : pp. 166, 371, 468, 493). Les recherches de Coo1r et BONNER(1957) 
confirment celles de BENNET-CLARK et montrent que le calcium élève le contenu osmo- 
tique des cellules des coléoptiles et baisse la pression de succion. Mais CaRR et NG 
(1959) ont montré que l’'EDTA n’arrachaït pas le calcium de la membrane et que son 
action sur la croissance devait être expliquée par un autre processus. En 1960, 
BuRrSTRÔM constate que l’'EDTA réduit l’activité du méristène de la racine, même en 
présence de calcium. 

A la suite de l'hypothèse de HEATH et CLARK suivant laquelle les auxines pour- 
raient agir par chélation, certains travaux ont confirmé l’action des chélateurs sur la 
croissance. Puis COHEN et GINZBURG (1958) ont mis en évidence la formation de ché- 
lats entre le cuivre d’une part et l’ABIA et l’acide «-naphthyl-acétique d'autre part. 
Par la suite. RECALDIN et HEATH (1958) ont obtenu la formation de chélats entre 
l’ABIA et le fer. Cependant ARMAREGO, CANNY et Cox (1959) ont montré qu'on ne 
pouvait pas faire correspondre l’activité des composés auxiniques considérés et la 
constante de stabilité des chélats que ces produits forment avec les ions métalliques ; 
les composés les plus actifs n'étant pas ceux qui donnent les complexes les plus stables, 
comme le laissait prévoir l'hypothèse de HEATH et CLARK. Ces derniers ont toutefois 
soutenu (1959) qu'il fallait tenir compte de la vitesse de pénétration, de l’encombre- 
ment stérique et de la toxicité qui peuvent modifier l’activité biologique de ces subs- 
tances. De plus, suivant la technique et le matériel employés, les résultats étaient dif- 
férents. Enfin, BURSTRÔM (1961) observe que l’EDTA inhibe la multiplication cellu- 
laire mais que l’élongation des membranes n’est pas affectée dans la racine. Avec 
l’ABIA, c'est l’élongation cellulaire qui est inhibée. 


III. — MATÉRIEL ET TECHNIQUE 


: Nos essais ont porté sur des racines du Lens culinaris (Med.), de 18 mm de longueur. Le test 
utilisé a été décrit ailleurs (PILET, 1958 ; PILET, KOBR, SIEGENTHALER, 1960) ; nous l’avons légère- 
ment modifié et nous en donnerons un bref résumé. ; 
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a) on met 10 ml d’eau déionisée par boîte, 
b) on place un papier filtre qui doit remplir complètement le fond de la boîte, 
c) on enlève l’excès d’eau, 
d) on place les graines sur le papier filtre (250 par boîte environ). 
10 Jmbibition : 
Les graines sont placées pendant 4 heures dans de l'eau déionisée, puis lavées, 
29 Mise en germination : 
On place les semences dans de grosses boîtes de Pétri (o 16,5 cm) en procédant de la manière sui- 
vante : 
Ces boîtes sont déposées à l’étuve (obscurité, 25°C) pendant 44 heures. 
30 Sélection : 
On prend les plantules dont les racines, aussi droites que possible, mesurent environ 18 mm. 


l'outes les manipulations mettant en jeu le matériel biologique à partir de cestadese font à la lumière 
verte. 


4° Préparation du test : 

. À partir de chaque plantule sélectionnée, on prélève les racines qu'on dépose dans des petites 
boîtes de Pétri contenant un papier filtre et une solution-tampon, au pH utilisé habituellement, 
pour éviter le déssèchemment des racines. 

a) PRÉPARATION DES FRAGMENTS : 
Les pointes des racines sélectionnées sont découpées à l’aide d’une guillotine spéciale (PILET, 
1959) donnant des fragments dont la longueur est approximativement 3,1 mm. 
b) PRÉPARATION DU MILIEU : 
On utilise une solution-tampon de Na, HPO, /KH,PO, de pH = 5;r : 
0,47 g de Na,HPO, dans 1 000 ml d’eau (Solution A) 
9,08 g de K H,PO, dans 1 000 ml d’eau (Solution B). 


On ajoute 990 ml de la solution B à 10 ml de la solution A. On contrôle le PH et on ajoute du 
saccharose (1 p. 100) à la solution-tampon. Les composés auxiniques et les agents chélateurs sont 
dissous dans cette solution. 


c) PRÉPARATION DES BOITES : 

On dépose des supports en verre dans de petites boîtes de Pétri (9 9 cm). Autour de chaque sup- 
port on place un papier filtre et on ajoute 10 ml de la solution par boîte. 
d) MISE EN CULTURE : 

Chaque boîte de Pétri reçoit 10 fragments de racines déposés sur le papier filtre placé autour 
du support de verre. A l’aide d’une loupe (G : 10 x) munie d’un micromètre oculaire on mesure les 
longueurs initiales des fragments. Ces boîtes sont conservées un certain temps (6, 12 ou 24 h) à l’étuve 
(obscurité - 250C). 

5° Expression des résultats : 

Appelons respectivement Lo et L; la longueur moyenne des fragments au temps 0 et au temps f. 
On a alors (PILET, 1961, p. 580) : 

Allongement absolu L = [4 - Le 

Lot témoin : ALreg — Lire 

Lot traité : AL TR —= Lere e Lore . h à 

Allongement relatif en (pourcentage) du lot traité par rapport au lot témoin: 

DU CRT: 
à — Alrs 
Si:p > 0, on a une stimulation 
p < 0, on a une inhibition 
p = 0,iln'y a pas d’action. 


IV. — ACTION DE L'ÉDTA ET DE LA 8-HQ 


7 


Nous avons utilisé l'acide éthylène diamine-tétracétique disodique (EDTA) et 
la 8-Hydroxyquinoléine (8-HQ) aux concentrations suivantes : 

EDTA : 5.10 * M, 1-10 M, 1-10 8M, 1-10 6M et 1:10 4M ; 

8-HQ : r-107 °M, 1-10 8M, 1-10 M, 1-10 4M. 
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Les résultats sont présentés dans le tableau 1 et la figure 1. Les conclusions qui 
s’en dégagent sont les suivantes : 


TABLEAU 1. 


Action comparée de l'EDTA et de la 8-HQ, exprimée en allongement absolu (L en mm)) et en 
pourcentage d’allongement (valeurs + : stimulation ; valeurs — : inhibition) du test R, en fonction du 
temps (6, 12 et 24 heures) et de la concentration (C). 


6h TON 2% h 
Prod. CE 
INT De JAVIE VA AL QE 
1.100 M 0,81 US 28 1,2% + 7,82 1,79 JL 2,28 
EDTA 4.108 M 0,80 + 3,89 1522 — 9,62 1,83 — 11,76 
1.106 M 0,73 — 5,19 1,08 — 20,00 1,70 — 17,87 
1.10-4 M 0,63 — 18,18 1,0% — 29,96 1,70 — 17,87 
108 M 0,74 __ 3,89 | 1,20 11 1,95 25 0879 
8-HQ 1.106 M 0,7% _— 3,89 1,15 — 14,81 1,85 —_ 10,62 
1.10-4 M 0,36 — 53,2% | 0,63 — 53,33 | 1,00 — 51,69 
90. % dé | 
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2) à de faibles concentrations, L'EDTA entraîne une stimulation de la crois- 
sance de la racine, 

3) l'EDTA est beaucoup moins actif que la S-HQ à concentrations molaires équi- 
valentes. De plus, . avec le matériel employé, la pénétration de l’EDrA semble plus 
faible que celle de la 8-HQ. Le maximum d’inhibition pour la 8-HQ est obtenu après 
12 h, tandis qu'avec l’EDraA il n’est observable après 12 h que pour les fortes concen- 
trations. Pour des concentrations faibles d’EpraA, l’inhibition augmente après 24 h. 

4) l'inhibition due à une forte concentration d'EprA (1-1074M) diminue forte- 
ment quand on ajoute de la 8-HQ à faible concentration (1-10-6M et surtout 1: 10 #M). 
Inversement, l’inhibition due à une forte concentration de la 8-HQ (x-10 4M) est 
diminuée quand on ajoute de très faibles quantités d’EDTA (1-10 M). Les deux ché- 
lateurs employés à de telles concentrations présentent un antagonisme réciproque. 
Par contre, l'inhibition n’est jamais totalement levée. Au maximum elle est réduite 
de moitié. Quand les deux agents sont employés à forte dose (r- 10-#M) il y a synergisme 
réciproque : l’inhibition est beaucoup plus forte. 


V. — ACTION DE L/EDTA ET DE L'ABIA 


Nous avons utilisé l’EDTA et l’ABIA aux concentrations suivantes : 
ABIA : I-10 UM, 1-10 °M, 1-10 °M, 1:10 °M. 
EDTA : 1-10 UM, 1-10 °M, 5-10 4M. 


TABLEAU 2 


Action comparée de l'ABTA, de l'EDTA et de la 8-HQ, exprimée en allongement absolu (L en mm) 
et en pourcentage d’allongement (valeurs + : stimulation ; valeurs — : inhibition) du test R, en fonction 
du temps (6, 12, 24 heures) et de la concentration (C). 


6h 12 h %h 
Prod. (& 
AVIL A ANT: % AN TE VA 
44011 "M 0,79 n°25 1,58 059 2,51 + 3,29 
ABIA 1.10% M 0,71 41,925 1,58 DL, NE) 2,43 0,00 
1.107 M 0,60 25,00 1,47 HE 2,35 2 
1.405 M 0,24 LE) 0,64 57,0% 1,37 — 43,62 
1.107 M 0,76 + 4,10 1,22 TENTE) 1,89 07 
EDTA 1.10% M 0,71 VOTE 1,01 — 14,40 1,61 16,58 
5.104 M 0,50 — 33,33 0,93 73% 1,66 SE 
1.10-1 M 0,96 1162 1,64 + 14,68 9,5% + 10,43 
1.40 °- M 0,97 2049,79 4,52 NC 20 2,43 + 5,65 
PRO 1.107 M 0,89 3,61 1,50 + 4,89 PRET RCE 
1.104 M 0,41 + 51,19 0,80 — 46,30 1,35 — 4,4 


* 


Les résultats sont présentés dans le tableau 2 et dans les figures 2 (A et B,) 3 et 4. 


On peut en tirer des conclusions semblables aux précédentes. 
1) l’ABIA et l'EDTA provoquent une inhibition de la croissance des fragments 


des racines. Cette inhibition augmente avec la concentration, 


LR 


CR HEURES 
D, 6.2 Da 2 24 


Fic. 2. — Action comparée de l'EDT À et de l'ABIA exprimée en pourcentage d’allongement 
(inhibition) du test R, en fonction du temps. 


ADI AroMI BABA E ro 
1. Témoin (EDTA seul) . 1. Témoin (ABIA seul) 
2. EDTA + ABIA 1. 1o-!IM 2. ABIA + EDTA Le ro 
2. EDTA + ABIA 1. 10-°M 3. ABIA + EDTA 1. 10-°M = 
4. EDTA + ABIA r. 10-5M ABIA + EDTA r. ro-{M 
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SE 2) à concentrations équivalentes, l'EDTA présente une activité beaucoup plus 
Fable que celle de l’ABIA. Le maximum d'inhibition est obtenu après 6 h pour 
l'ABIA et pour une forte concentration d'EDTA (5:10 4M). Pour des concentrations 
plus faibles d'EDrA, l’inhibition augmente avec le temps, ce qui pourrait être attri- 
bué à la pénétration plus faible de ce produit. 


110% 7 


Fic. 4 — Action combinée de l'EDT À et de l'ABTA, exprimée en pourcentage d’allongement 
(inhibition ; valeurs négatives) du test R. Mesures après 6 heures. 


3) le même antagonisme réciproque est apparu entre l'ABrA et l'EDTA. La 
concentration de 1 -10-1M d’EpraA diminue l’inhibition due à une forte concentration . 
d’aBra (1:10 5M). De même l’ABrA réduit, quand il est employé à 1-10 UM, l’inhibi- 
tion provoquée par une forte concentration d’EDTA (5:10*M). Nous avons choisi 
une concentration, plus grande qui est de 3:10-4M; une telle concentration donne le 
maximum d'inhibition. Quand l’ABrA et l’EDTA sont administrés à forte concen- 
tration, les deux produits agissent alors en synergisme. Cependant, si ce syvnergisme est 
réciproque pendant les six premières heures, l'EDTA devient légèrement antagoniste 
de l’ABIA, pour une période plus prolongée. 


VI. — ACTION DE LA 8-HQ ET DE L'ABIA : 
Les mêmes concentrations que précédemment ont été utilisées pour l'étude de 


l'action de ces deux produits, sauf pour la plus forte concentration de la 8-HQ qui a 
été de r:10-4M. A cette concentration, qui n’est pas optimale, la 8-HQ donne une 
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inhibition appréciable, Une concentration supérieure amène la mort des fragments. 
Les résultats, présentés dans le tableau 2 et les figures 5 6 et 7 permettent les conclu- 
sions suivantes : 


100 o4 
90 
5 5 
80 “2 re 
2 A B 
60 
50 ; 
1 — LS 
40 A 
Pnre =, 
30 
2e =. 
20 ue Re 
10 
0 d— 
HEURES HEURES 
CETTE sa CR GORE | 
DC 12 SUR A ON D. 24 


FIG. 5 — Action comparée du 8-HQ et de l'ABIA exprimée en pourcentage d'allongement 
(Gnhibition) du test R, en fonchon du temps. 


À. 8-HQ : 1. 10-4M B. ABIA : 1. 10 5M 
1. Témoin (8-HQ seul) 1. Témoin (ABIA seul) 
2. 8-HQ + ABIA x. ro-11M 2. ABIA + 8-HQ r. 10o-UM 
3. 8-HQ + ABIA r. ro-°M 3. ABIA + 8-HQ x. ro—°M 
4. 8-HQ + ABIA r. 10-5M 4. ABIA + 8-HQ 1. r0-5M 


1° l’ABIA et la 8-HQ entraînent une inhibition de la croissance des fragments de 
racines. Cette inhibition augmente avec la dose ; 

29 comme l'ÉDTA, la 8-HQ à faible concentration stimule la croissance des frag- 
ments de racines déjà après 6 h. Pour l’ABIA une telle stimulation n’a pu être mise 
en évidence qu'après 12 heures ; 

3° l’ABIA est plus actif que la 8-HQ à concentrations égales. Ici aussi, nous 
avons employé une dose supérieure à 1:10-M pour avoir une inhibition assez forte : 

4° pour l’ABIA et pour la 8-HQ, l’inhibition maximale apparaît après 6 heures, 
puis diminue avec le temps ; 

5° l’ABrA et la 8-HQ présentent à tout moment cet antogonisme réciproque 
dont nous avons parlé plus haut, quand l’un est employé à faible dose et l’autre à 
forte concentration. Ceci apparaît plus nettement que précédemment et après 24 
heures, l'inhibition due à une concentration de 1:10-5M d’ABIA est complètement 
levée par une concentration 100 fois plus faible de 8-HQ. Le synergisme des deux pro- 
duits employés à forte dose est aussi caractéristique. Dans chaque cas, une telle réci- 
procité entre les deux composés a constamment été observée. 
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Fi1G. 6 — Action combinée du 8-HQ ei de l'ABTA, exprimée en allongement absolu 
(AL en 10? mn ou AL en mm pour 100 fragments) du test R. Mesures après 6 heures. 


VII. — ACTION COMPARÉE DE L'ÉDTA, DE LA 8-HO 
DE LA 2-HO ET DE L'ABIA 


Les chélateurs inhibent beaucoup moins que l’ABIA, la croissance des fraginents 
de racines du Lens, à concentrations molaires équivalentes. Nous avons utilisé des 
doses assez fortes de ces composés pour avoir une inhibition appréciable. L'EDTA, 
en particulier, montre une activité assez faible, comparée à celle de l’ABrA. La 
figure 8 indique par contre, que les chélateurs ont, sur l’élongation des fragments de 
racines, une action comparable à celle de l’ABrA. Les faibles doses d’EDTA et de 
8-HQ stimulent cette élongation; les mesures effectuées à 12 heures et à 24 heures font 
apparaître que les faibles concentrations d’ABIA provoquent également une stimu- 
lation de la croissance. La 2-H0, un isomère non-chélateur, ne présente aucune action. 


VIII. — ACTION D'UN MOUILLANT : L'ÉTALDVYNE 


Nous avons ajouté un mouillant à nos solutions (0,1 p. 100) pour améliorer la 
pénétration de l’EDTA essentiellement. On sait que l'étaldyne, par exemple, abaisse 
la tension superficielle. Les résultats font apparaître que, en présence de mouillant, 


FiG. 7; — Action combine du 8-HHQ et de l'ABIA, exprimée en pourcentage d’atlongement N 
(inhibition : valeurs négatives) du test R. Mesures après 6 heures. , 
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la levée de l’inhibiti pressi i sci 

ne. le l'inhibition, expression de l’antagonisme réciproque, est plus complète, 
e ST des chélateurs administrés seuls. est moindre, (tableau 3). La croissance 

du témoin n’est pas modifié par l’'étaldyne. 


TABLEAU 3 


2 nee A mélanges d'EDTA et de la 8-HQ à différentes concentrations, en présence ou 
ur un mou ant (étaldyne). On a reporté le pourcentage d’allongement (valeurs + : stimulation : 
valeurs — : inhibition) du test R : mesures après 6 heures. 
EDTA 8-HQ % Sans mouillant % avec mouillant 
110 °1M 118,18 100 
1 TOANM 1-10 M — 9,09 <- 384 
1.106 M = 22,67 | —_ 10,25 
1.104 M — 81,75 — 51,28 
us M — 53,24 0,19 
Le TOTNT 1.107 M — 70,12 — 14,10 
NOM | — 81,81 — 85,89 
1.104 M _ 85,71 — 51,98 
DS DISCUSSION 


Aiïnsi, avec un matériel et une technique différents, nous retrouvons les résultats 
de HEATH et CLARK. On se souvient que ces auteurs avaient postulé une hypothèse 
séduisante sur un des mécanismes d'action des auxines. Si d’une part, les agents chéla- 
teurs ont sur la croissance une action comparable à celle de l’ABrA (inhibition de la 
croissance de la racine et stimulation de celle des coléoptiles) et si d’autre part, deux 
chélateurs (employés l’un à faible dose et l’autre à forte concentration) présentent un 
antagonisme réciproque qui ne disparaît pas quand on remplace un des chélateurs par 
de l’ABIA, on pourrait se demander si l’ABIA lui-même n'’agit pas par chélation. 
HEATH et CLARK ont soutenu ce point de vue. De plus, un chélateur et l’ABIA, où 
deux chélateurs, employés à forte concentration, agissent en synergisme. La levée de 
l’inhibition due à un chélateur employé à une concentration de 1:1074M par un autre 
chélateur employé à une dose infiniment plus faible est très remarquable. Or, avec 
l’ABIA on observe le même phénomène. Si on remplace un des chélateur par son iso- 
mère, non-chélateur, un tel antagonisme disparaît (x). 

Pourtant, ces observations strictement biologiques, ne fournissent pas une preuve 
directe à l'hypothèse que l’ABIA agit par chélation. D’autres arguments sont néces- 
saires et surtout il nous faut des observations d'ordre chimique, c’est-à-dire la mise en 
évidence, 1x vitro, de la formation de chélats entre les composés auxiniques et les 
ions métalliques. COHEN et GINZBURG (1958) ont signalé la formation de chélats entre 
l'ABIA et l'acide «-naphthylacétique d’une part, et le cuivre d'autre part, par l'ana- 
lyse des spectres d'absorption. Puis, RECALDIN et HEATH (1958) ont obtenu la for- 
mation de chélats entre l’ABrA et le fer ou le cuivre. 


(x) Ce problème est à l'étude et fera l’objet d’une prochaine publication. 
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Cependant les résultats que nous avons obtenus sont légèrement différents de 
ceux de HrArx et CLARK. Ces auteurs trouvent une activité équivalente de l'ABTA et 
de l’EDTrA, alors que nos résultats montrent que l’activité de l’EDTA est beaucoup 
plus faible, comparée à celle de l’ABrA. Nous avons dû choisir une concentration du 
chélateur supérieure à 1:10-5M. BENNET, CLARK et WEINSTEIN ont également observé 
une activité moindre de l'ÉEDTA. FAWCETT et WAIN (1956) n’ont obtenu une acti- 
vité de différents chélateurs qu’à une concentration proche du seuil toxique. D'autre 
part, HEATH et CLARK ont admis que les résultats dépendaient fort de la technique 
d'utilisation des chélateurs et surtout du matériel biologique employé. Cette dernière 
remarque serait en accord avec l'hypothèse que les auxines peuvent intervenir comme 
agents chélateurs et dans ce cas l’état auxinique endogène (PILET, 1960, 1961) aurait 
un rôle essentiel à jouer dans ces processus. On comprend aisément que les différences 
de « réactivité » du matériel biologique pourraient être attribuées à des teneurs en 
auxines endogènes qui varieraient (et qui varient réellement, PILET, 1961, pp. 443, 
532) d’un organe végétal à l’autre. 

L'activité de la 8-HQ observée dans nos essais est intermédiaire entre celle de 
l’'ABIA et celle de l’EDTA. Par contre, la 2-HQ non-chélateur n’a pas d’action 
appréciable. De plus, nous n'avons pas toujours obtenu une levée d’inhibition aussi 
nette quand nous avons employé deux produits l’un à forte et l’autre à faible 
concentrations. Cependant, quand nous avons ajouté à nos produits un mouillant 
(étaldyne) susceptible de rendre meilleure la pénétration, l’inhibition a été plus 
complètement levée. Cette méthode présente, par contre, des inconvénients car le 
chélateur employé seul avec le mouillant a une activité moindre. Il est à remarquer, 
que la croissance du témoin n’est pas affectée par le mouillant. 

La formation de chélats in vitro par l’ABIA a été aussi critiquée. ARMAREGO 
(1959) en particulier a montré que les composés auxiniques les plus actifs biologique- 
ment ne sont pas ceux qui donnent les complexes avec les ions métalliques les plus 
stables. RECALDIN et HEATH également n'ont pas observé un parallélisme entre l’ac- 
tivité et la constante de stabilité du complexe formé. De plus, en admettant que 
l'ABIA chélate les ions métalliques in vitro, ceci ne veut pas dire nécessairement qu'il 
en soit de même ## vivo. Le fait que les ions métalliques influencent la croissance est 
en faveur de l'hypothèse précédente, BURSTRÔM (1961) a montré que le fer (Fe**+) 
lève l'inhibition due à l’EDTaA, tout en trouvant aussi une différence qualitative entre 
l'action de l’ABrA (inhibition des divisions cellulaires dans la racine) et de l'Epra 
(inhibition de l'élongation). Nous avons également parlé du rôle joué par le calcium. 
Il est indéniable qu'une certaine similitude apparaît quand on étudie l’action de 
l’ABrA et celle de l’ETDA au point de vue chimique et biologique. Si l’activité biolo- 
gique et la constante de stabilité ne correspondent pas toujours, on peut penser, 
comme BURSTRÜM et T'ULLIN (1957), que la croissance obtenue est la résultante de 
stimulations et d'inhibitions dues à la compétition de nombreux chélateurs endogènes. 

En outre, l'étude du métabolisme des tissus végétaux montre certains points 
communs entre l'ABIA et l'EDTA : GROSS (1953) a constaté que l’EDTA à faible concen- 
tration, protègent l’adénosine-triphosphatase contre les traces de métaux lourds. 
HEATH et CLARK rapportent que CALVIN (1938) et WELLER et Mirti (1953) ont 
trouvé : « qu'un complexe, formé d’un acétate et de deux molécules de quinoléine 
avec le cuivre, peut transférer l'hydrogène et agir ainsi comme catalyseur dans 
l'hydrogénation d’accepteurs convenables ». L'ABIA aurait une action comparable. 
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Mais, BURSTRÜM (1942) a observé que l’ABIA n'affecte pas directement la respi- 
ration et, AUDUS (1961) rapporte que l’ABrA n’influence pas les déshydrogénases. 
Or, DICKMANN et CLOUTIER (10951) ont noté que l’aconitase peut être inhibée par un 
autre chélateur : le 2, 2-dipyridyl qui, selon JAMES (1956) inhibe la respiration des 
racines d'orge, en provoquant l'accumulation de citrate. 

| Toutefois, on sait combien sont variables, suivant les tissus employés, les réac- 
tions à l’ABIA en ce qui concerne les processus cataboliques, comme les échanges 
respiratoires et l’activité de certaines enzymes (PILET, 1961, pp. 495, 512). 

Par conséquent, si de nombreux points communs rapprochent les composés 
auxiniques et les agents chélateurs, les quelques divergences entre leurs modes d’ac- 
tion respectifs ne sont pas négligeables. I1 est évident que les produits chimiques 
capables de chélater certains ions ont une action réelle sur la croissance. Des preuves 
supplémentaires, par contre, sont nécessaires pour pouvoir affirmer que les composés 
auxiniques agissent vraiment par chélation. 


Reçu pour publication en novembre 1961. 


SUMMARY 


Ethylen diamin-tetracetic acid (EDTA) and 8-hydroxyquinolein (8-HQ) show, on growth of 
root fragments of Lens culinaris Med., (R test) caracteristic actions. With molecular and similar 
concentrations, f-indolylacetic acid (IAA) present a greater activity than 8-HQ, which is more ac- 
tive than EDTA. In addition, in a certain way, these chelating compounds act in reciprocal antago- 
nism when employed, one at low concentration, the other at high level. À reciprocal synergism 
occurs with these substances when they are both used at high concentration. 
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TRANSFORMATION DE L’ACIDE CIS-ACONITIQUE 
EN ISOMÈRE TRANS AU COURS DE LA 
CHROMATOGRAPHIE SUR SILICE. APPLICATION 
AU DOSAGE DE L’ACIDE ACONITIQUE 
DANS LES EXTRAITS VÉGÉTAUX. 


Y. COIC, Christiane LESAINT, Françoise LE ROUX 
Station centrale de Physiologie végétale, 
Centre national de Recherches agronomiques, Versailles (Seine-et-Oiïse) 


SOMMAIRE 


L’acide cis-aconitique souvent rencontré chez les végétaux est assez instable et se transforme 
en isomère #rans- soit au cours des manipulations précédant le passage sur colonne de silice, soit 
même au cours de ce passage. Le fractionnement sur colonne conduit alors à l’obtention de 3 pics : 
l’un se formant avec le mélange éluant 2, et correspondant à l’isomère #rans-; un deuxième appa- 
raissant avec l’utilisation du mélange éluant 3 et correspondant à l’isomère #ans- formé lors du pas- 
sage sur la colonne ; puis un troisième pic apparaissant ensuite avec le même mélange éluant et cor- 
respondant à l’acide cs-aconitique mélangé à un peu d’isomère {rans- correspondant à la transfor- 
mation continue de l’isomère cis- en #rans-. 


L'analyse qualitative et quantitative des acides organiques a accompli de grands 
progrès grâce en particulier à la chromatographie sur gel de silice mise au point 
d’abord par ISHERWOOD (1946), puis améliorée par les travaux de MARVEL et RANDS 
(1950), BULEN, VARNER et BURREL (1952), RAVEUX et BOvÉ (1957), BOVÉ et RAVEUX 
(1957). . 

L'acide cis-aconitique est très répandu chez les végétaux, et, chez certains d’entre 
eux, il représente l'acide principal pendant une grande partie du cycle végétatif 
(maïs par exemple). Du fait de son instabilité consistant en sa transformation rapide 
en isomère fans sous certaines conditions (voir en particulier KREBS et EGGLESTON 
(1944), il arrive souvent que l'acide cis-aconitique extrait des végétaux soit déposé 
sur la colonne de silice sous forme d’un mélange des deux isomères. De plus, sur la 
colonne elle-même, du fait qu’il est sous forme libre (non salifiée) particulièrement 
instable, la transformation de l'isomère cis en isomère /rans peut se poursuivre. 
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Cette note est destinée à tirer les conséquences de ces transformations au point 
de vue dosage de l'acide cis-aconitique des végétaux par chromatographie sur gel de 
silice. 

Nous nous sommes servis de la technique de BOVÉ et RAVEUX dont nous ne pré- 
cisons ici que la composition des mélanges éluants butanol tertiaire-chloroforme 
dont la proportion de butanol tertiaire croît comme l'indique le tableau ci-dessous. 


nordenliélnant er rer | l 2 3 4 


% de butanol tertiaire ... 8 13 20 28 


SÉPARATION DES FORMES C?s ET {ans DES ACIDES ORGANIQUES 


Elle se fait aisément sur colonne de silice. Ainsi le mélange acide fumarique 
(trans)-acide maléique (cis) se sépare bien, l’acide fumarique passant, en collectant 
par fractions de 2 cc, aux alentours du tube n° 24 et l’acide maléique aux alentours 
du tube 60 (c’est-à-dire à la fin du passage du mélange éluant n° 1 et au début du 
passage du mélange éluant n° 2). 

Le mélange acide mésaconique (#rans)-acide citraconique (cis) se sépare en acide 
mésaconique aux alentours du tube n° 15 et citraconique aux alentours du tube 
n° 40. 

Le mélange acide #yans-aconitique-acide cis-aconitique se sépare en acide #rans- 
aconitique aux alentours du tube n° 103 et acide cis-aconitique aux alentours du tube 
n° 155. Avec le siphon que nous avons utilisé (fractions de 2,3 cc), ces acides aconi- 
tiques passent respectivement aux alentours des tubes 90 et 135. 

Dans tous les exemples choisis l'acide fans passe en premier. 


CHROMATOGRAPHIE DÉS ACIDES #anS ET CiS-ACONITIQUES 


Nous avons fait passer sur la colonne de gel de silice, en utilisant les mélanges 
éluants indiqués : 


19 De l'acide frans-aconitique, qui est la forme relativement stable de l'acide 
aconitique. Il donne un seul pic à la place indiquée par BOVÉ et RAVEUX (1957) (avec 
notre fractionnement par volumes de 2,3 cc, il sort par le mélange éluant 2 aux alen- 
tours du tube 90) ; 


29 De l'acide cis-aconitique provenant de deux origines commerciales (I et II). 
Nous constatons dans les deux cas qu’il ya 3 pics très nets : le premier très régulier 
passe exactement à la place qui correspond à l'acide #rans-aconitique ; le deuxième 
pic commence à apparaître avec l’utilisation du mélange éluant 3, et, bien qu'il soit 
très net, il ne descend pas à zéro (ou à la valeur de 1’ « à blanc » habituellement très 
faible) mais se maintient à une petite valeur pendant un certain volume d'écoulement 
du liquide éluant ; le troisième pic apparaît ensuite très nettement. 

Les valeurs des acidités trouvées pour les trois pics, exprimées en pour cent de 
l'acidité totale, sont indiquées dans le tableau ci-dessous (l'acidité totale retrouvée 
est égale à celle mise sur la colonne, aux approximations près). 
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GRAPHIQUE I. Chromatographie de l’acide « cis-aconitique » de l’origine I. 
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Les courbes de l'origine commerciale I sont figurées ci-dessous. 


| 
Pied Pic 2 | Pic 3 


OS ne Te 16,6 14,8 68,6 
| 
| 
| 


Tree eacee | 83 4,7 | 12,3 


Les acides de chacun des trois pics ont été chromatographiés sur papier en 
double dimension, respectivement dans le solvant butanol-formique (butanol : 150, 
eau : 100, acide formique : 20) puis éthanol-ammoniaque (éthanol : 80, eau : 15, 
ammoniaque : 5). Ils ont donné des Rf identiques à celui de l'acide aconitique témoin 
(avec nos solvants nous ne distinguons pas l’isomère cis de l’isomère fans). Le chro- 
matogramme pulvérisé avec une solution concentrée d’urée donne une fluorescence 
bleue après chauffage à 130° (formation d'acide citrazinique). Cette réaction 
caractéristique des acides citrique et aconitique a été positive pour chacun des 
trois pics. 

L'acide du pic 2 qui a été titré par de la soude, a été repris : on sépare la phase 
organique de la phase aqueuse et celle-ci est évaporée à basse température (on laisse 
sous forme de sel de sodium qui est stable pour l’acide c1s-aconitique). On remet direc- 
tement sur silice et l’on obtient uniquement, et on peut dire quantitativement, 
la forme trans, passant exactement à la place normale, c’est-à-dire à la place du 
pic I. 

L/acide du pic 3 repris, fixé sur amberlite et passant sur silice redonne un pic à 
la place de l’acide frans-aconitique, un groc pic à la place de l'acide cis-aconitique et 
un petit pic intermédiaire. 

De ces essais, on peut donc conclure que, dans les conditions de travail où nous 
opérons habituellement, et en particulier dans les conditions de température (celle 
du laboratoire) : 


1° L'acide cis-aconitique qui est instable lorsqu'il est libre s'était déjà trans- 
formé en partie en isomère fans avant d’être déposé au sommet de la colonne de 
silice. C’est celui-ci qui forme à la sortie de la colonne le pic 1. On a pu constater que 
l'échantillon d’acide cis-aconitique commercial II contenait une forte proportion 
d’isomère fans. 


2° En cours de passage sur la colonne de silice, l’isomère cis se transforme peu 
à peu en isomère #rans, et cet isomère fans néo-formé s’écoulerait progressivement, 
vraisemblablement sans former de pic, si l’on ne changeait pas le deuxième éluant. 
Avec le troisième éluant il donne le pic 2 ; puis l'acide cis-aconitique donne le pic 3. 
Il est d’ailleurs probable que la troisième fraction (pic 3) contient un peu d’acide 
trans, comme le montre la courbe séparant le pic 2 du pic 3 puis l'apparition du picr 
lors du repassage sur silice de la troisième fraction. 

Dans les plantes, l'acide aconitique étant sous la forme d’isomère cts, on trouvera, 
dans les conditions habituelles, les trois pics indiqués. I1 suffit de savoir qu'ils sont 
tous les trois constitués par de l’acide aconitique et, en conséquence, d’additionner 
les acidités trouvées. 


Reçu pour publication en septembre 1967. 
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ÉTUDE COMPARATIVE DES EFFETS DU BROMURE 
D’ALLYL-TRIMÉTHYL-AMMONIUM ET DE L’ACIDE 
GIBBÉRELLIQUE SUR LE DÉVELOPPEMENT 
D’ESPÈCES DU GENRE BETA. 


J. MARGARA 
Centre national de Recherches agronomiques, Versailles (Seine-et-Oise). 


SOMMAIRE 


Le bromure d’allyl-triméthyl-ammonium présente un effet inhibiteur sur l’élongation de la tige 
de la Betterave. Cet effet a été observé sur une variété bisannuelle de betterave sucrière (Beta vulgaris 
L.) et chez deux espèces caulescentes de la section Patellares, B. patellaris Moq. et B. procumbens 
Chr. Sm. 

Chez les espèces caulescentes, aucune action apparente sur la floraison n’a été observée. Chez 
B. vulgaris, une partie des plantes traitées en jour de 24 heures après vernalisation sont demeurées 
végétatives, conservant le port en rosette. La plupart des plantes traitées ont présenté un retard de 
la floraison et une réduction du nombre de fleurs formées, mais la floraison et la fructification ont 
cependant été normales malgré une forte réduction de la longueur de la tige par rapport aux témoins. 

Des traitements par l’acide gibbérellique ont annulé ou réduit cette action inhibitrice. 


INTRODUCTION 


La Betterave bisannuelle (Beta vulgaris I.) peut être prise comme exemple 
typique de plante héméropériodique chez laquelle l'acide gibbérellique provoque 
en serre chaude et en l'absence de toute vernalisation, l'allongement de la tige mais 
non la mise à fleurs, les témoins demeurant en rosette dans les mêmes conditions. 

Mais lorsque le processus de la vernalisation paraît avoir commencé (après un 
séjour de 1 mois à + 5° par exemple),les trai tements par la gibbérelline A, augmentent 
d’une façon très nette le nombre de plantes qui fleurissent en jour long, et avancent 
la date de la floraison. | 

Après vernalisation complète, l'acide gibbérellique provoque, en jour court 
de 8 heures, l’élongation mais non la floraison, les témoins demeurant en rosette. 
En jour long (18 heures ou 24 heures), les traitements par l'acide gibbérellique 
avancent la date de la floraison et accroissent l'allongement caulinaire (MARGARA, 


1960). 
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Nous savons que certains sels d’'ammonium quaternaire ont des effets opposés à 
ceux des gibbérellines sur le développement de nombreuses espèces de Phanérogames. 

Lorsque les deux types de régulateurs de croissance ont été employés simulta- 
nément un antagonisme a même été fréquemment observé. 

Nous avons pensé qu'il serait intéressant de comparer les effets de l'acide gib- 
bérellique et ceux de l’un des dérivés de structure chimique voisine de celle de la 
choline, étudiés par ToLBERT et WITTWER, sur le développement de Beta vulgaris L. 
et des espèces de Beta toujours caulescentes. 

Nous avons choisi le bromure d’allyl-triméthyl-ammonium en raison de la fa- 
cilité avec laquelle il peut être obtenu par combinaison, molécule à molécule, du 
bromure d’allyle et de la triméthylamine. 


MATÉRIEL, ET TECHNIQUES 


La variété de B. vulgaris étudiée était la variété de betterave à sucre Klein Wanzleben E qui 
avait déjà été employée dans nos précédentes expériences. Nous avons utilisé d’autre part, deux 
espèces caulescentes de la section Patellares, B. patellaris Moq. et B. procumbens Chr. Sm. B. patel- 
laris fleurit très précocement, les premières fleurs pouvant apparaître à l’aisselle de la 5° feuille, 
tandis que chez B. procumbens les premières fleurs se forment beaucoup plus haut sur la tige. 

Dans la plupart des expériences effectuées avec B. vulgaris, afin de contrôler l’hétérogénéité 
génétique du matériel, nous avons utilisé des clones obtenus par sectionnement du tubercule en 
deux ou quatre parties, selon l’expérience. Les plantes, semées en champ au printemps, ont été ver- 
nalisées dans les conditions naturelles par le froid de l'hiver. Après sectionnement du tubercule, elles 
ont été transportées dans une serre (température moyenne voisine de 20°) et maintenues en jour 
de 24 heures, l’éclairement d'appoint d’une intensité d'environ 2 coo lux étant fourni par des lampes 
à incandescence. 

Le bourgeon principal avait été supprimé en automne. Avant de commencer les traitements, 
les nombreux bourgeons axillaires qui s'étaient développés ont été détruits à l’exception d’un seul 
par plante, les bourgeons conservés sur les différentes plantes d’un même clone étant choisis de ma- 
nière qu'ils soient dans le même état apparent de développement. 

Les traitements (1) (bromure d’allyl-triméthyl-ammonium ou acide gibbérellique) ont été 
effectués par dépôt de la solution dans une fente pratiquée au niveau du «collet » ou sur un pétiole 
légèrement scarifié. 

Les doses de produit employées, par plante et par traitement, étaient : 2 gouttes de 0,05 ml de 
solution 10-?M dans le cas de l’acide gibbérellique (soit 346 ug), 4 gouttes de 0,05 ml de solution 
10 ?M dans le cas du BAAM (soit 360 ug). 

Dans le cas des espèces de la section Patellares, la solution de BAAM (4 gouttes de 0,05 ml de 
solution 10-°M) a été déposée sur le bourgeon terminal. 


RÉSULTATS 


I. Comparaison des effets du bromure d'allyl-triméthyl-ammonium et de l'acide gibbé- 
rellique sur le développement de la Betterave bisannuelle (Beta vulgaris L) 


Des essais préliminaires réalisés avec des betteraves cultivées en serre, en l’ab- 
sence de vernalisation, nous ont tout d’abord montré que le bromure d’allyl-triméthyl1- 


ammonium ne paraissait pas avoir d'action visible sur le développement, dans ces 
conditions. | 


() Le bromure d'allyl-triméthyl-ammonium a été obtenu par synthèse à partir du bromure d’allyle et 
de la triméthylamine, en suivant la méthode indiquée par TOLBERT, 1960 (a). Il ‘a été employé en solution 
aqueuse. Nous avons utilisé d'autre part des solutions aqueuses du sel de potassium de l’acide gibbérellique 
commercialisé par les Laboratoires MERCK sous la marque Gibrel. ; 

. Dans la suite de l'exposé nous emploierons les abréviations B A A M pour désigner le bromure d’allyl- 
triméthyl-ammonium et AG pour l'acide gibbérellique. | 
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Les traitements ont été effectués ensuite sur des betteraves vernalisées 
) _ LE # LA . n » . ; 
Dans une premuère expérience (tableau 1), les plantes, vernalisées par le froid 
de l'hiver, ont été placées dans la serre je 4 janvier 1961. 


TABLEAU I 


Comparaison des effets du bromure d’allyl-triméthyl-ammonium et de l'acide gtbbérellique 
sur le développement de betteraves vernalisées (Beta vulgaris) L. variété sucrière 
Klein Wanzleben E) 


Première expérience. 


. Les plantes, semées en champ le 11 avril 1960, ont été vernalisées dans les conditions naturelles par le 
froid de l'hiver (1). Le 4 janvier 1961, les tubercules ont été sectionnés en quatre parties et les plantes obtenues 
ont été placées dans une serre chaude et soumises à l’action d’un éclairement continu. Les quatres plantes d’un 
même clone ont subi-ensuite quatre traitements différents (2) à partir du 18 janvier. 


Nombre de plantes ayant atteint à la date 
: Nana des observations le stade indiqué | Longueur 
Date des re : - — —— ——- moyenne 
PR RRE Traitement plantes | Tee : | M. 
ë Pr ES observées : ; Boutons Floraison | de la tige 
Rosette |EÉlongation | ou fructi- (en cm) 
Ë floraux : 
fication 
7 T 23 4 11 8 0 11 
15 février (après AG 23 ( 8 15 0 23 
8 traitements) BAAM US 9 10 | 3 0 3 
AG + BAAM 18 0 9 9 0 25 
T 16 3 3 3 7 41 
8 mars (après AG 1% (0 1 ï 9 67 
17 traitements) BAAM 16 5 3 6 2 19 
AG + BAAM 13 0 0 6 7 60 
Se T 16 0 0 0 16 — 
M. BAAM | 16 5 0 1 10 — 
Î 


(x) En châssis à partir du 10-11-1960, 
(2) Les doses de produit employées, par plante et par traitement, étaient : a) dans le cas de l’acide gibbérel- 
lique (AG), 2 gouttes de o,o5 ml de solution 10-?M. b) dans le cas du bromure d’allyl-trimé- 


thyl-ammonium (BAAM), 4 gouttes de 0,05 ml de solution 10-?M. 17 traitements ont été effectués du 18 janvier 
au 3 mars. 


Les traitements par le BAAM ont provoqué un net retard de la floraison et une 
diminution de l'allongement caulinaire. Le maintien du port en rosette a été observé 
sur 3 plantes, alors que le 21 mars tous les témoins avaient formé une tige florifère. 

L'acide gibbérellique au contraire a hâté la floraison et a accru l'élongation de 
la tige. Employé en même temps que le BAAM, l’AG a annulé l'effet inhibiteur du 
BAAM. 

Cette action inhibitrice du BAAM sur l’élongation de la tige a été vérifiée dans 
une deuxième expérience, effectuée dans des conditions analogues (tableau 2)aLes 
plantes étaient demeurées à l'extérieur pendant toute la durée de l’hiver, jusqu’au 
20 mars. La fig. 1 montre la différence entre l’état du développement de l’une des 
plantes traitées qui n’a pas fleuri et celui de son témoin. 

Afin de réaliser la vernalisation dans des conditions de température et d’éclai- 
rement bien définies, nous avons effectué les traitements, dans la troisième expérience, 
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sur des betteraves qui avaient séjourné pendant 47 jours dans une chambre froide 
réglée à + 100, la photopériode étant alors 10 heures. Les plantes avaient été semées 
en serre. Elles étaient âgées de 134 jours au moment du transport en chambre froide. 
Dans cette expérience, c’est le comportement du bourgeon principal qui a été observé 
(tableau 3). 

Le bromure d’allyl-triméthyl-ammonium a provoqué un retard de l’élongation, 
de la floraison et de la fructification chez la plupart des plantes et a réduit l’allon- 
gement caulinaire. 

Enfin, dans une quatrième expérience, les plantes ont été vernalisées par le 
froid de l'hiver et maintenues à l'extérieur pendant toute la durée de l'expérience 


(tableau 4). 


FiG. 1. — Belterave vernalisée puis traitée par le bromure d'allyl-triméthy1- 
ammomum en jour de 24 heures (à droite) et son témoin (à gauche). 
Explications dans le texte. Voir tableau 2, deuxième expérience. Photographie du 25 mai 196r. 


Le 30 mai, alors que tous les témoins sauf un avaient produit desboutonsfloraux 
3 plantes traitées sur 14 étaient demeurées végétatives. La longueur moyenne de 
plantes traitées était approximativement la moitié de celle des témoins. Le nombre 
de nœuds floraux a été nettement réduit sous l’action des traitements. 
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TABLEAU 2 


Effets du bromure d'allyl-triméthyl-ammonium sur le développement de betteraves vernalisées 
(Beta vulgaris L. variété sucrière Klein Wanzleben E). 


Deuxième expérience. 


Les plantes, semées en ch ri 5 Été vernaliece 
Foudide Mes a) da et cl ne le . avril 1960, ont été vernalisées dans les conditions naturelles par le 
D à : 20 mars 1961, les tubercules ont été sectionnés en deux parties et les plantes obtenues 
G a: < ES Vo €) Q , » « * 1 
ont été placées dans une serre chaude et soumises à l’action d’un éclairement continu. L'une des deux nouvelles 


plantes provenant de chaque tubercule à été traitée par le bromure d’allyl-trimé i AL 
ant 1 ique allyl-triméthyl-ammonium (?). L'aut 
a été conservée comme témoin. : Faq OÔ Fe 


À Nombre de plantes ayant atteint à la date des observations 
Date des Trai- Nombre le stade indiqué Longueur 
obser- de plantes — ee 
vations tement | observées | | de la tige 
a = S 7ees | ” Re cle TT Q E 
Risette Elon Ebauches| Boutons Te Fructi- | en cm (3) 
gation | florales | floraux fication 
= > =: = ls 
94 avril qi 61 2 | 4 12 27 16 0 46 
BAAM 61 12 | 13 17 12 7 0 23 
= | 
: : L 60 0 0 0 0 2 58 
5 mai 7 ; FA 
BAAM 57 9 EE 0 0 k ai — 


(x) En châssis à partir du 10-11-1960. 

(2) 8 traitements ont effectués du 22-3 au 18-4-1961. 

(3) La différence entre les longueurs moyennes des tiges des plantes traitées et des témoins est signifi- 
cativement différente de o. Le 4 (de Student-Fisher) est 8,71, le { de la table au seuil de probabilité 
P= o,or étant 2,66. 


TABLEAU 3 


Comparaison des effets du bromure d’allyl-triméthyl-ammonium et de l'acide gibbérellique sur le 
développement de betteraves vernalisées (Beta vulgaris L. variété sucrière Klein Wanzleben E). 


Troisième Expérience. 


Les plantes ont été semées le 27 septembre 1960 dans une serre chaude. Puis elles ont séjourné dans une 
chambre froide (+ ro°, jour de ro heures) pendant 47 jours, à partir du 8 février 1961. Elles ont été soumises 
ensuite à un éclairement continu en serre à partir du 27 mars et ont été réparties en quatre groupes. L’un a été 
traité par le bromure d’allyl-triméthyl-ammonium, un autre par l'acide ne Les deux produits ont 
été appliqués simultanément sur les plantes d’un troisième groupe ; le quatrième lot étant conservé comme 
témoin. 


Nombre de plantes ayant atteint à la date des 
observations le stade indiqué 
Nombre Longueur 
Date des TERRE de moyenne de 
observations plantes Here bre la tige 
observées | Rosette | Élongation rune Floraison RUE en cm 
24 avril (après . 10 à 1 9 0 ; . 
eau | SAA eu | S | | 6 | 0 | 
97-3 au 184)| à ir 10 2 k ñ 0 0 13 
30 mai (après : : : à o . 
A Dhs ne ot so qe ss 
-3 au 23- ; 0 0 2 & 4 66 
21-3 au 295)| aa 10 


EE —— — 


TABLEAU 4 


Effets du bromure d'allyl-triméthyl-ammonium sur le développement de betteraves 
vernalisées (Beta vulgaris L., variété sucrière Klein Wanzleben FE) 


Quatrième expérience. 


Les plantes, semées en champ le 11 avril 1960, ont été vernalisées dans les conditions naturelles par le 
froid de l'hiver (1). Le 20 mars 1067, les tubercules ont été sectionnés en deux parties et les plantes obtenues 
ont été placées en pot à l'extérieur et soumises à l’action d’un éclairement continu. L'une des deux nouvelles 
plantes provenant de chaque tubercule a été traitée par le bromure d’allyltriméthylammonium (?). L’autre 
a été conservée comme témoin. 

Date des observations : 30 mai 1961 


Nombre de plantes ayant atteint 


Longueur [Nombre de Nombre de| Nombre de 


Nombre de te Ce 
Traitement | plantes 0 de la tige | nœuds flo- | rameaux nœuds 
bete se (en cm) raux floraux (3) | végétatifs 
Rosette| Élongation Fr 
‘à 182 SN 1 12 25 30 3 12 
BAAM nn 2 9 13 1 5 9 
id calculé N} 28181 23% 3 | 00,35 NS | 4208 
Student-Fisher | de la table 2460 16 2,16 2,16 


1) En châssis à partir du 10-11-1960. ) 
: 16 traitements ont été effectués du 22-3 au 23-5-1961. - 
d’une longueur supérieure à 5 mm. | | SS 
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._ TABLEAU 5 


Comparaison des effets de l'acide gibbérellique et du bromure d'allyl-triméthyl-ammonium FPE 
sur le développement d'espèces de Beta de la section Patellares 


EL 
n 


Date des observations : 15 mars 1961. EME > sx 


1 Bela patellaris Moq. 
M1ere expérience (2) 
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Remarquons que, sur ce matériel généti stérogène, les effe 
ont été très ttes d'une te er à . . es 

a € , Imaïis sation de clones obtenus 
par Co mement du tubercule en plusieurs fragments nous a permis néanmoins 
de bien séparer les effets du traitement de la variation ee génétique 
ME Lorsque l'acide gibbérellique et le bromure Re D ont 
été employés simultanément, l'allongement de la tige a été intermédiaire dans une 
expérience (tableau 3) entre celui des plantes traitées par l’un ou l’autre des Fr . 
produits ; dans l’autre expérience (tableau 1, fig. 2) l’élongation ere a été 
comparable à celle des plantes traitées par l'acide gibbérellique employé seul. 


Fi. 2. — Action simultanée du bromure d'ally-triméthyl-ammonium et de l'acide gibbérellique 
sur l'élongation de betteraves vernalisées. 


Les trois plantes proviennent d’un même tubercule sectionné après vernalisation. Les traitements ont 
été effectués dans une serre chaude en jour continu. Voir tableau 1, première expérience. 
De gauche à droite : témoin, BAAM, AG + BAAM. 


Il nous a paru intéressant de voir si l'on pourrait provoquer l'allongement 
caulinaire par un traitement gibbérellinique, chez des plantes maintenues en rosette 
après vernalisation à la suite de traitements par le BAAM Nous nous sommes 
également demandé si l'allongement éventuel serait accompagné ou non de la mise 


à fleurs. 


100 J. MARGARA 


Trois plantes, provenant de la première expérience, qui étaient demeurées en 
rosette après avoir été traitées 17 fois du 18 janvier au 3 mars, ont subi ensuite 7 
traitements par l'acide gibbérellique (du 27 mars au 24 avril). Les 3 plantes ainsi 
traitées étaient en floraison le 1° juin. Deux plantes restées en rosette à la suite 
des traitements par le BAAM avaient été conservées comme témoins, ne recevant 
pas d’autre traitement ; ces 2 témoins étaient toujours en rosette Île 15 juin. 

La fig. 3montrel’aspect que présentaient le 25 mai l’une des plantes traitées par 
l'acide gibbérellique et son témoin non traité. 


FiG. 3. — Effets du bromure d'allyl-triméthyl-ammonium et de l'acide 
gibbérellique agissant successivement sur une betterave vernalisée. 


La plante de gauche a été maintenue en rosette végétative, en jour de 24 heures après vernalisation, sous 
l’action de 17 traitements par 360 1g de bromure d’allyltriméthylammonium effectués du 18-1 au 3-3-1961. 
La plante de droite a d'abord subi le même traitement et était également en rosette en mars. Elle a reçu 
ensuite 7 traitements de 346 ug d’acide gibbérellique effectués du 27-3 au 24-4 et elle a formé une tige 
florifère. Une plante témoin du même clone, vernalisée mais non traitée, avait fleuri normalement, dans 
la serre en jour de 24 heures, au début de mars. Photographie du 25 mai r96r. 


Le même essai a été répété une seconde fois avec 6 plantes de la deuxième 
expérience qui après avoir séjourné à l'extérieur jusqu’au 20 mars, avaient été traitées 
8 fois par le BAAM en serre (jour de 24 heures) et étaient toujours en rosette végétative 
au début de mai. 
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Les 4 plantes qui sont demeurées ensuite sans traitement ont commencé d'al- 
longer leur tige entre le 11 et le 22 mai. Elles avaient formé des boutons floraux le 
30 mai et étaient en pleine floraison le 12 juin. 2 plantes qui ont été traitées 5 fois 
par l'AG à partir du 5 mai étaient en pleine floraison le 30 mai. 


IL. Comparaison des effets de l'acide gtbbérellique et du bromure d'allyl-triméthyl-ammo- 
nium sur le développement d'espèces de Beta caulescentes de la section Patellares 


Les espèces de Beta de la section Patellares paraissent indifférentes à la photo- 


période et sont toujours caulescentes, ne formant jamais de rosette en position ter- 
minale. 


À ’allyl-triméthyl-ammoni t de 
. 4. — Comparaison des effets du bromure d'allyl-triméthyl-ammonium e 
de: LL. pate sur le développement de Beta patellaris Moq. 


D, 4 à droi Plan aité a BAAM émoin, plante traitée par G. Rermarquer, sur la 

£ À oîte : Plante traitée par le D AA, té In, P A n ( U 

bte ri Hélleicement des rameaux axillaires et sur la plante de la gauche la fructification normale. 
, 


Nous nous sommes demandé quels seraient les effets du bromure d’allyl-trimé- 
thyl-ammonium sur l’élongation caulinaire et sur la floraison de ces espèces caules- 
centes. 

Deux expériences effectués avec B. patellaris et B. procumbens (tableau 5, fig. 4) 
nous ont montré que le BAAM (à la concentration 10% M) réduisait nettement 
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l’allongement caulinaire sans présenter d'action apparente sur la floraison et sur la 
fructification. Le niveau d'insertion du fruit le plus proche de la base était approxi- 
mativement le même dans le cas des plantes traitées et dans celui des témoins. 

Dans un essai préliminaire, différentes concentrations avaient été employées, 
et 1l a été observé qu'à la concentration 10 ?M qui provoquait la formation de nécroses 
sur les limbes et un nanisme accentué, des ébauches florales se formaient néanmoins. 
Dans cette expérience, le premier traitement avait été effectué dès le stade cotylé- 
donaire, 10 jours après le semis. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS 


Ces expériences permettent de conclure que le bromure d’allyl-triméthyl-ammo- 
nium présente un effet inhibiteur sur l'élongation de la tige des betteraves. Cette 
action que l'on peut opposer à l’effet stimulateur de l'acide gibbérellique, a été ob- 
servée aussi bien chez deux espèces de Beta toujours caulescentes que chez la variété 
bisannuelle de B. vulgaris étudiée. Elle peut être annulée, partiellement ou totalement 
par un traitement gibbérellinique simultané. 

L'action du bromure d’allyl-triméthyl-ammonium sur la floraison de la betterave 
bisannuelle est particulièrement intéressante. Cette action a varié selon la consti- 
tution génétique du matériel. 

Les plantes qui sont demeurées en rosette n’ont pas formé non plus d’ébauches 
florales, alors que leur témoin provenant du sectionnement après vernalisation, du 
même tubercule a fleuri et fructifié dans les mêmes conditions. 

Cependant la plupart des plantes traitées se sont allongées et ont fleuri et fruc- 
tifié normalement en jour long. De même, chez B. patellaris, tout en provoquant 
une réduction importante de la longueur de la tige, les traitements n’ont pas eu 
d'action appréciable sur la floraison. La formation d’ébauches florales a même été 
observée sur des plantes traitées par des doses sublétales (10 2M) de BAAM qui 
provoquaient des nécroses. 

On a cependant observé chez B. vulgaris un retard de la floraison et une dimi- 
nution du nombre de fleurs consécutifs aux traitements. 

Il est particulièrement intéressant de comparer les effets du bromure d’allyl- 
triméthyl-ammonium et de la gibbérelline A, sur le développement de la Betterave. 
Les deux produits qui ont un effet opposé et apparemment antagoniste sur l’élon- 
gation de la tige ne paraissent pas avoir d'action directe sur la floraison. Cependant, 
de même que l'acide gibbérellique a favorisé la mise à fleurs lorsqu'à la suite d’un 
court séjour au froid le processus de la vernalisation paraissait avoir commencé, 
le bromure d’allyl-triméthyl-ammonium a retardé la floraison de plantes vernalisées 
en même temps qu'il réduisait l'allongement de la tige. 

L'inhibition de la floraison a accompagné l'inhibition totale de l'allongement 
caulinaire et dans ce cas extrême un traitement gibbérellinique a permis l’élongetion 
et la floraison. 

Remarquons que chez les espèces caulescentes et indifférentes à la photopé- 
riode, les effets opposés de la gibbérelline À, et du bromure d'allyl-trimétyl-ammo- 
nium ont été également observés, mais aucun des deux produits n’a eu d'action 
apparente sur la floraison et sur la fructification et il n’a pas été possible, même en 
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employant des doses sublétales de BAAM, de provoquer la formation de rosettes 
chez ces espèces. 


Ces faits étayent l'hypothèse de travail selon laquelle l'équilibre permettant 
l'élongation, tout en étant différent de celui conduisant à la floraison, pourrait pré- 
senter avec ce dernier des interactions dont nous ignorons la nature. 


Reçu pour publication en novembre 196. 
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I. — DÉFINITION ET IMPORTANCE 


La zéine est la protéine du grain de Maïs la plus importante quantitativement 
et la mieux définie. Elle se classe parmi les prolamines, qui sont insolubles dans 
l’eau ou dans les solutions salines mais solubles dans l'alcool éthylique légèrement 
dilué. 

En pratique, on appelle zéine la fraction protéique du Maïs soluble dans l’éthanol 
concentré. Suivant les cas et les auteurs, le titre de l'alcool utilisé varie entre 65 et 
85 pour cent en volume (degrés Gay Lussac), soit sensiblement entre 57 et 80 pour 
cent en poids. Une telle fraction qui correspond à environ un tiers des protéines du 
grain de Maïs, est relativement polydisperse c'est-à-dire qu’elle contient plusieurs 
types de molécules différant au moins par leur grandeur. Si on n'a guère préparé 
jusqu'ici de sous-fractions de la zéine vraiment pures et monodisperses, il a en revan- 
che été possible de caractériser ces dernières par leur masse moléculaire et leur taille. 

Découverte et nommée par GORHAM en 1821, la zéine est probablement, de 
toutes les protéines végétales, celle qui a fait l’objet du plus grand nombre de travaux. 
Quelques publications passent en revue ses principales caractéristiques : WALSH (1937), 
SWALLEN (1941) et SWALLEN et DANEHY (1946) ; ainsi qu'une notice bibliographique 
due à RATHMAN (1954). Par ailleurs des mises au point plus générales sur les protéines 
végétales ou sur celles des graines ou des céréales lui consacrent des développements 
intéressants : parmi les plus remarquables, il faut citer celles d'OSBORNE (1924), 
BROHULT et SANDEGREN (1954), BOURDET (1956) et DANIELSON (1956). 

L'intérêt de cette protéine se justifie par ses emplois industriels très divers, 
sa relative abondance comme sous-produit et en même temps l'extension croissante 
prise par la culture du Maïs à la surface de la planète. 

C'est ainsi qu'en 10 ans, de 1949 à 1959, les surfaces cultivées ont presque triplé 
en France, doublé en U. KR. $. $. et augmenté de 26 p. 100 dans le monde en dehors 
des États-Unis et de 17 p. 100 sur l’ensemble de la planète. 

Dans le même temps la production mondiale a augmenté d'environ 50 p. 100, 
en passant de 145 à 220 millions de tonnes par suite d’un accroissement sensible 
des rendements. Pendant la décade envisagée, ces derniers sont passés de 14 à 26 
quintaux à l’hectare en Europe, atteignant 30 en France en 1960 ; de 12,5 à 14 en 
DURS. S., de 24 à 32 aux États-Unis, et de 16 à 21 dans le monde (1). 

Les États-Unis cultivent environ le tiers des surfaces mondiales de Maïs, mais 
en produisent la moitié. Et 5 à 10 p. 100 de leur production soit, en 1960, de 5 à 
10 millions de tonnes, sont utilisés à des fins industrielles, essentiellement pour la 
préparation d'amidon dont la zéine n’est qu’un sous-produit. Ses usages sont nom- 
breux et variés, à cause de sa relative facilité d'utilisation : ses procédés d'extraction 
sont simples ; sa composition chimique en acides aminés, assez insolite, est suffisam- 
ment bien connue pour permettre de comprendre ses propriétés chimiques et physi- 
ques, en particulier ses caractères exceptionnels de solubilité, propriétés dont découlent 
ses emplois technologiques. Ces différents points seront successivement envisagés dans 
les lignes qui suivent, sans omettre, pour terminer, les quelques données physiolo- 
giques que l’on possède sur cette protéine. 


& re données sont basées sur celles du Bulletin Mensuel d'Économie et de Statistique agricole. 9, n° r2, p-27 
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II. — PRÉPARATION DE LA ZÉINE 


1. Principe de l'extraction 


4 LE CRE LES . réel 
Les du rame extraction et de purification de la zéine ont été étudiées au 
moOINS & rue 1 Ï i i i 
oins Han u point de x ue industriel que du point de vue du laboratoire. L'indus- 
trie vise à obtenir de la façon la plus économique, c’est-à-dire avec le minimum de 
solvants et de calories ou avec les solvants les moins onéreux, un produit présentant 
des propriétés plastiques convenables pour des usages multiples ; le laboratoire a 
pour but la séparation de produits purs, homogènes, aussi bien définis et aussi inal- 
térés que possible, sans préoccupation de rendement, ni même souvent de bilan 
quantitatif. 

Quoi qu'il en soit, le schéma élémentaire de préparation de la zéine demeure le 
même dans les grandes lignes et comporte pratiquement toujours les étapes sui- 
vantes 

19 Traitement de la farine de Maïs (ou de farine de gluten de Maïs), le plus sou- 
vent à chaud, par un solvant mixte (alcool-eau par exemple) avec éventuellement 
plusieurs extractions successives (1). 

29 Traitement de la solution ou du produit obtenu par un solvant des lipides, 
en général un hydrocarbure qui élimine les matières grasses et les pigments (caro- 
ténoïdes). 

3° Entre ces traitements successifs et à leur terme, concentration de la zéine 
par l’un des trois procédés suivants : évaporation du solvant, partage entre deux 
phases au sein de l’une desquelles se confine la zéine sous forme d’une solution dense 
(démixtion) ou d’un précipité blanc à l'aspect caoutchouteux (précipitation). 


2. Modalités 


Une des premières méthodes d'extraction est due à OSBORNE (1891) et à CHir- 
TENDEN et OSBORNE (1802) ; celle proposée ensuite pour la gliadine du Blé par Os- 
BORNE et HARRIS (1907) s’en rapproche beaucoup. La farine de Maïs est traitée par 
l'alcool éthylique à 95 p. 100, l'extrait est concentré par distillation, pour donner 
un épais sirop qui est versé en un mince filet dans de l’eau froide légèrement salée et 
soumise à une agitation vigoureuse. Le précipité blanc formé peut alors être redissout 
dans l'alcool et délipidé par l’éther. C’est là uu mode de préparation fréquemment 
utilisé en laboratoire. 

Dès 1902, DONARD et LABBÉ (1902 et 1903) proposent un procédé d'extraction 
par l'alcool amylique chaud, suivi d’un traitement par des hydrocarbures où par 
du tétrachlorure de carbone. Une méthode souvent utilisée depuis une vingtaine 
d'années est celle de Mason et PALMER (10934) qui traitent les extraits obtenus dans 
l'alcool éthylique par du chlorure d’éthylène et relarguent ensuite dans une solution 
aqueuse de chlorure de sodium. 

Comme-solvants d'extraction en mélange avec l'eau, la plupart des premiers 
termes des alcools aliphatiques sont essayés tour à tour. Hormis le méthanol qui 
éales par les solutions alcalines en présence 


Mc DERMOTT et PACE, 1950), suivant un prin- 
tine. Une telle méthode tend malheureusement 


(x) Depuis quelques années, l'extraction de protéines des cér 
de sulfite de cuivre a érté préconisée (MERTZ et BRESSANI, 1957 ; 
cipe exposé par SWAN (1957) en vuede la solubilisation de la kéra 
à altérer les prolamines. 
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FIG. 1. — Tuux d'extraction des protéines du Mais à différentes températures, dans les mélanges alcool-eau (éthanol-eau 
dans le graphique du haut ; isopropanol-eau dans celui du bas) : en abscisse, composition du solvant alcool-eau expri- 
mée en fraction molaire et en fraction pondérale d'alcool ; en ordonnée, poids de Protéines extraites pour 100 £g de pro- 
téines lotales. 


Les graphiques ont été établis avec les données de SWALLEN (1941) en supposant que les compositions en volume des sol- 


vanis indiquées par cet auteur avaient été mesurées à 200C ù 
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est un mauvais solvant et provoque une dénatur 


. ation assez rapide de la zéine, les 
alcools aliphatiques possédant entre 2 


| et 5 atomes de carbone, mélangés à de faibles 
proportions d’eau, s'avèrent très utilisables pour une bonne extraction de la zéine. 
Ceux possédant plus de 3 atomes de carbone présentent parfois des aptitudes com- 
parables mais sont plus coûteux et plus difficiles à récupérer : aussi l’industrie utilise- 
t-elle le plus souvent les alcools éthylique ou isopropylique. La figure 1 montre com- 
ment varie le taux d’extraction à différentes températures pour ces deux alcools 
suivant les proportions d'eau, d’après un travail de SWALLEN (1941). 11 augmente 
notoirement avec la température, passant de 40 à 70 p. 100 entre 259 et 600€ pour 


l'éthanol à 60 p. 100 (en poids). 


3. Préparation industrielle de la zéine 


La figure 2 schématise les stades successifs de la préparation industrielle en 
continu de la zéine telle qu’elle est effectuée de nos jours (SWALLEN, 1939 b et 1940). 
La farine de gluten de Maïs, convenablement tamisée, est mélangée avec de l'alcool 
isopropylique à S5 p. 100 en volume à une température de 60° environ, dans un 
extracteur à contre-courant. L'extrait alcoolique, qui contient alors environ la moitié 
des protéines de la farine, est refroidi à 150. A cette température précipite une fraction 
protéique facilement dénaturable dont l'élimination préserve la zéine extraite d’une 
altération ultérieure. Après filtration, la solution alcoolique est additionnée d’hexane 
à raison d'environ 1 volume d’hexane pour 3 d'extraits alcooliques (SWALLEN, 1940), 
et les deux phases liquides formées sont séparées par centrifugation : la plus légère, 
riche en hexane, contient des matières grasses, des pigments et un peu d’isopropanol ; 
la plus dense, riche en alcool et pauvre en hexane, contient la zéine déjà partiellement 
purifiée. Cette phase dense est réchauffée et enrichie en isopropanol, envoyée dans 
une chambre à basse pression où elle est débarrassée des dernières traces d’hexane, 
puis projetée en pulvérisation au sein d’une masse d’eau de manière à ce que la con- 
centration en alcool s’abaisse à environ 10 p. 100 (en volume). Après décantation 
de l'alcool dilué qui est récupéré, le précipité est de nouveau divisé et pulvérisé en 
fines gouttelettes à travers un courant d’air chaud dans une étuve à dessiccation d’où 
sort la zéine sous forme de petits granules. 

Le produit final obtenu par ce procédé ne contient pas plus de x à 2 p. 100 d'im- | 
puretés non protéiques. 


4. Préparation de solutions de zéine 


Comme l'emploi de la zéine exige en général sa dissolution préalable, un deuxième 
type d'extraction tend à se développer dans les industries qui utilisent sur place la 
zéine qu’elles préparent et qui peuvent dès lors se contenter de l’obtenir sous forme 
d’une solution. Let 

Les solvants d'extraction sont encore des mélanges binaires (COLEMAN 1044 
et 1945) mais ils ne contiennent pas d'eau : l'un des constituants est un Ru à 
point d’ébullition élevé (supérieur à 125°) tel que l'éthylglycol, le propylglycol ( ) où 
le cyclohexanol ; l’autre est un solvant à point d’ébullition inférieur miscible à l’eau 
(éthanol, isopropanol). 


L'emploi de tels solvants mixtes présente des avantages considérables : 


(x) Éthers éthylique ou propylique de l'éthylène glycol. 
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FiG. 2. — Schéma de la préparation industrielle de la zéine, d'après le procédé de SWALLEN (1939 (b) et 1940). 


19 Obtention de solutions stables et suppression de toute dénaturation : la 
zéine est pratiquement inaltérable dans les éthers du glycol jusqu’à des températures 
élevées (comprises entre 100 et 1800) et n’est plus sujette à aucune dénaturation. 


2° Extraction à des températures plus élevées, avec par conséquent un rende- 
ment accru (voir figure 1). 


MONOGRAPHIE SUR LA ZÉINE DETr 


3° Possibilité d'éliminer l’eau grâce au solvant à bas point d'ébullition qui joue 
le rôle d'entraîneur et par conséquent d'utiliser des résines ou des plastifiants (leur 
emploi est incompatible avec la présence d’eau) 


5. Fractionnement 


Quelques tentatives de fractionnement en laboratoire permettent déjà de se 
faire une idée de l’hétérogénéité de la zéine. Elles procèdent par précipitation frac- 
tionnée d'une solution ou par dissolution fractionnée d’un Dreécipitente)} 

WATSON, ARRHENIUS et WILLIAMS (1936) précipitent la zéine à partir de sa 
solution dans l'alcool à 70 degrés Gay Lussac par addition d’eau et séparent ainsi 
3 fractions distinctes dont ils étudient les masses moléculaires et les mobilités élec- 
trophorétiques. 

ELLIOTT et WILLIAMS (1939) font une étude similaire, ainsi que SCALLET (1947) 
qui procède déjà de façon plus méthodique et systématique mais se borne au test 
de l'électrophorèse d’après lequel les fractions séparées ne seraient pas homogènes 
et les constituants de la zéine seraient au nombre de 6. 

GORTINER et MC DONALD (1944) opèrent par précipitation dans l’eau de solutions 
dans l'éthylglycol où le méthylglycol et concluent à l'existence de 3 constituants 
principaux. 

JAFFE et de COENE (1957) extraient la zéine par des mélanges acétone-eau et 
trouvent 3 valeurs principales de masse moléculaire. 

Bien que les méthodes d'extraction préalable de la zéine soient différentes 
dans ces divers travaux, on peut, sans trop s’aventurer, conclure à l'existence d’un 
constituant principal sur lequel les données physicochimiques concordent à peu près 
et qui correspond pondéralement aux 2/3 de la zéine extraite. De toute façon, le 
problème mériterait d’être repris avec beaucoup plus de méthode qu'il ne l’a été 
jusqu'ici. 

Dans tous ces procédés, que la zéine soit préparée par l’industrie où par le 
laboratoire, en poudre ou en solution, les solvants d'extraction présentent un Caracs 
tère commun : leurs molécules possèdent toujours une partie paraffinique, chaîne 
hydrocarbonée, et.une partie formée de groupements faiblement polaires, hydroxyle, 
fonction éthéroxyde ou cétone, dualité qui reflète étroitement la structure chimique 
de la zéine, par laquelle s'explique l’affinité de cette protéine pour de tels solvants. 


III. — COMPOSITION DE LA ZÉINE EN ACIDES AMINÉS 


Il n'existe pas, à notre connaissance, de dosage très récent ae l’ensemble de 
la composition en acides aminés de la zéine. Les derniers en date sont ceux donnés 
par BLOCK et BoLING (1951), TRISTRAM (1949 et 1953) et BROHULT et or. 
(1954). Les valeurs indiquées par les différents auteurs ne présentent pas de diffé 


rences importantes. 


(x) En marge du fractionnement proprement dit, CRAINE et ses collaborateurs (1961) proposent une méthode 


i i É ité du procédé 
de purification de la zéine par partage de la solution alcoolique sur une résine orne — . p 
est difficile à apprécier en l'absence de données sur les quantités de produits éliminé P 
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1. Modes d'expression des résultats 


Les chiffres rassemblés dans le tableau 1 ont été calculés en se basant sur la 
composition en acides aminés de la zéine indiquée par TRISTRAM (1949 et 1933). 

Pour permettre une compréhension plus aisée de ce tableau, nous rappellerons 
les principales façons d'exprimer la composition d’une protéine en acides aminés : 

— le poids x d'acide aminé de chaque espèce par unité de poids de protéine, 
exprimé le plus souvent en g d'acide aminé pour 100 g de protéine. C’est la grandeur 
fournie par l'analyse d'un hydrolysat (1) et la plus répandue dans la littérature ; 

— le nombre v; de molécules d'acide aminé de chaque espèce, par unité de poids 
de protéine, exprimé généralement en moles pour 100 000 g de protéine. Cette quantité 
présente l'avantage d'être égale au nombre de résidus (ou restes) d'acides aminés qui 


TABLEAU 2 


Compositions comparées des prolamines en acides aminés. 


| 
% | Vi | AT 
| g d’acide aminé | nombre de moles d’acide aminé nombre de résidus 
Acide | pour 100 g de protéine pour 105 g de protéine pour 1 000 résidus totaux 
aminé | … s 
Gla- | Hor- | ,,. Glia- | Hor- Moyenne Glia- | Hor- 7 
| dine | déine ES dine | déine des protéines| dine | déine ou 
Éroine. 1454 | o JON 60-80 9% 0 
Alanine ....... 213| 2,32| 10,52| 24 26 118 80-100 31 31 136 
N'ETMTESRORR EE 2:66 4,86 | _3,98 23 41 34 20-80 30 48 39 
i | TA 5 : 5 | 185 
Leucine RACE [| 449 7,15 211 91 55 E 60 © | 119 de ; 
Isoleucine ..... ? 5,6 5,0 CSSS 30-40 | 5 (07 
| = 
Phénylalanine .| 6,44 7,04 7e 39 43 an 15-50 51 51 51 
Tryptophane .…. 0,66 0,85 | 0,16 3 4 0 0-15 k: + 5 F 
Proimese:#" 4555 20,87 10,53 116 131 91 20-45 155 215 104 
SÉRITIE eee 4,90 3,99 7,05 47 38 67 20-65 . “ 
Thréonine..... 2,10 2,68 3,45 18 23 29 10-40 23 27 : 
Tyrosine .. .... 3,20 3,43 5,25 18 19 29 10-30 23 22 33 
Méthionine .... 1,69 1,33 2,51 sl 18 16 , . # 
Cystine/2 ..... 2,58 | 216! 0,83] 21 14 . 015 | 2 x 
i : 0-80 9:16 6 0 
lycee -E-- 0,65 0,69 0 4 5 0 D e D ; 
Arginine ...... 2,74 3,1 A, 74 16 18 10 30-100 ”. 
= 10 
Histidine ..... 00 NE ec SE F7) ou L 9 9 5-20 15 : 
Asparti 14 35 50-100 13 17 40 
Aspartique Fe 1,34 1,90 4,61 pu ee 20420 106 393 210 
Glutamique ...| 45,7 40,1 26,9 272 a. 
: 24 324 243 
N amidé...... 4,5 3,82 |. 2,98 | 321 | 273 | 213 60-80 & 
T 000 | 1000 | 1 000 


0 . 2 FA F2 AA de 
ités é à l’ es acides aminés de la protéine considérée es 
(rx) La somme Zoo de telles quantités étendue à l’ensemble d SR 


obligatoirement comprise entre 110 et 132, dans le cas d’une analyse rene Ed 0 
au rapport de la somme des poids des ee nee à la A er Le ss ” + a 
iné 3 erdu une molécule d’eau). Comme la masse la P | re 
RS un celle d’un Fe de l’ordre de 117, la somme Zu est le plus souvent de l’o sg 

? 9 


pour 100 g de protéine. 
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composent la protéine. D'autre part elle permet des comparaisons entre différentes 
protéines ; 

—— ja proportion /; de molécules d'acides aminés de chaque espèce par rapport 
au nombre total de molécules d'acides aminés de la protéine, exprimée en nombre 
d'acides aminés d’une espèce pour I 000 acides aminés totaux. Homologue d’une 
fraction molaire dans un mélange, cette quantité présente les mêmes avantages que 
vi et possède en plus la propriété remarquable d’être sensiblement indépendante 
du taux d'azote recouvré dans l’analyse des acides aminés. Elle n’est cependant guère 
utilisée jusqu'ici ; 

—— le nombre #; de moles d'acides aminés de chaque espèce par mole de pro- 
téine ; c’est la valeur qui traduit le mieux la réalité, mais elle suppose que la masse 
moléculaire de la protéine soit connue et exclut toute comparaison entre des protéines 
de masses moléculaires différentes. 


TABLEAU 3 


Compositions comparées des prolamines en résidus de même nature. 


Nombre de résidus 


Classe ou nature pour 105 g de protéine (v;) pour 1 000 résidus totaux (fi) 
des résidus - 
Gliadine | Hordéine | Zéine d sr Gliadin: | Hordéine Zéime 
es protémes| | 
< 2sN _- 
Apolaires : 
aliphatiques ..... 138 245 351 180 219 40% 
aromatiques ..... 158 228 135 210 21: 155 
méthionine ...... aa 18 16 15 | 2 19 
Total des apolaires : 307 491 502 220-420 405 | L] 578 
ATAITES 2 ee aeieue à 321 273 213 60-80 420 | 324 243 
Acides dicarboxyli- 
ques (libres ou ami- 
DÉS) ice 321 286 218 100-250 420 340 250 
Total apolaires 
+ amides ….. 628 764 715 825 835 821 
Citons ant 32 32 RE en 49 37 21 
MONS Mar ae 0 13 RE: UE 0 16 7 
Total des ions ..... 32 45 24 160-240 42 53 28 
Hydroxyles ....... 65 61 96 60-120 84 72 110 
Phénols st 18 “15 29 23 22 33 
Total des — OH .. 83 80 125 80-180 107 94 143 
— S— ou — SH . 32 32 23 43 38 dE 
Nombre total de ré- : 
MTS A SE 764 843 871 1000 1000 1000 


La comparaison de la zéine avec les autres prolamines connues (gliadine du Blé 
et hordéine de l’Orge) est particulièrement instructive, de même que celle avec l’en- 
semble des autres protéines (Mossé, 1961 b). Elles font l'objet des tableaux 2 et 3 (he 

Pour chacune des trois prolamines, le tableau 2 rassemble les compositions 
en acides aminés exprimées sous les trois formes comparables (x, v et Î) indiquées 

(1) Les chiffres relatifs à la gliadine et à l’ensemble des protéines ont été calculés d’ | 


( chiffres rela: S U après les compositions en 
acides aminés ee par TRISTRAM (1949 et 1953). Ceux relatifs à l’hordéine, d’après l’analyse par voie 
microbiologique de FOLKES et VEMM (1956). 
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plus haut, avec en outre, exprimées en nombre de résidus pour 10°g de protéine, 
les valeurs — ou l'intervalle des valeurs — les plus fréquentes de vw: : ces dernières 
évaluations basées sur des données de TRISTRAM (1959) ont été faites sur une cin- 
quantaine de protéines. 

Le tableau 3 récapitule un certain nombre de ces valeurs pour les différentes 
classes de résidus (non polaires, acides, basiques, hydroxylés, ete 

Plusieurs remarques peuvent être dégagées de tous ces chiffres (MOSSÉ, 1961). 


2. Répartition des différents acides aminés 


Les acides aminés les plus importants dans la molécule de zéine (tableau 1) 
sont par ordre 

l'acide glutamique (1 résidu sur 5) ; 

la leucine (1) (un peu moins de 1 résidu sur 5) ; 

la proline (environ 1 résidu sur 10); 

l’alanine (environ 1 résidu sur 10). 

À eux quatre, ces acides aminés constituent près des 2/3 du nombre total d'acides 
aminés et leurs résidus entrent dans la proportion de 60 p. 100 du poids de la molécule 
protéique. Les deux autres prolamines présentent des caractéristiques similaires, 
l’acide glutamique venant au premier rang, mais en plus grande abondance encore 
(2 résidus sur 10 dans la zéine, 3 dans l’hordéine et 4 dans la gliadine) suivi par la 
proline et par les leucines ; mais seule la zéine est riche en alanine. Grossièrement, 
les formules de ces protéines peuvent s’écrire de la façon suivante : 

Gliadine : GLU, LEU, PROXX,; 

Hordéine : GLU; LEU, PRO,X, 

Zéine : GLU; LEU, PRO, ALA; X4 
X désignant des acides aminés autres que ceux qui y sont déjà explicités. 
Sont absents de la zéine : 

la glycine, 

le tryptophane, 

la lysine. 

La gliadine et l’hordéine contiennent par contre de la lysine et du tryptophane 
qui sont des acides aminés indispensables. # 

Le nombre de fonctions amides dosées ( — 213, soit 243 pour I 000 résidus) 
est sensiblement égal à celui des acides dicarboxyliques (M: — 208) d’où il ressort que 
l'acide aspartique et l'acide glutamique sont presque intégralement sous forme 
d'asparagine et de glutamine (LAINE, 1939) et que le nombre d anions libres (Gi = 5) 
est extraordinairement faible puisque la plupart des protéines en possèdent de 
60 à 140 pour 105 g (tableau 3). 

Ce caractère est commun aux trois prolamines. 


3. Répartition des résidus de même nature 


Si maintenant on s'arrête au nombre de rési 1 
d'abord noter la richesse des prolamines en acides aminés non polaires 


dus d’une même classe, on peut 
(2), c'est-à-dire 


i i ï i est l’ eux acides aminés qui tient le premier rang, 
(x) Si on groupe la leucine et l'isoleucine, c’est l’ensemble de ces d q 


représentant alors plus de x résidu sur 5. 


(2) Les acides aminés de cette classe sont aussi qualifiés de lipophiles ou lipotropiques. 
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à résidu hydrocarboné. Mais la zéine bat de loin le record avec près de 6 résidus apo- 
laires sur 10, contre 4 pour la gliadine et 5 pour l’hordéine. 

Les acides dicarboxyliques (ou plus exactement leurs dérivés amidés) abondent 
également, quoique moins dans la zéine (25 sur 100) que dans la gliadine (42 sur 
100) ou l’hordéine (34 sur 100). # 

On peut noter que la somme des nombres de résidus apolaires et amidés est 
pratiquement constante pour les trois prolamines (de 821 à 835 résidus pour 1 000). 

Les trois protéines ont extrêmement peu de résidus à caractère ionique, mais là 
encore, c’est la zéine qui en possède le plus petit nombre (28 p. I 000) : très peu 
d’anions libres, ainsi qu’on vient de le voir plus haut, et peu de cations par suite de la 
faible teneur en acides aminés basiques, la zéine en étant la plus pauvre (22 basiques 
sur I 000 contre 42 pour la gliadine et au moins une centaine pour la plupart des 
protéines). 

La rareté des chaînes latérales ionisées et leur abondance sous forme purement 
hydrocarbonée sont deux caractères fondamentaux de la structure chimique des 
prolamines et c’est d’ailleurs chez la zéine qu'ils sont le plus accentués. Ils confèrent 
à ce type de protéine une nature apolaire particulièrement prononcée qui constitue 
l’une des causes essentielles de leur insolubilité en milieu aqueux et explique leur 
aptitude à se dissoudre en présence de solvants organiques faiblement polaires 
(MOSSÉ, 19610). 

En ce qui concerne la teneur en résidus hydroxylés ou phénoliques, les propor- 
tions sont semblables à celles de la majorité des protéines. I1 en est de même pour 
les acides aminés soufrés, dont le total est du même ordre de grandeur, le rapport 
(méthionine/cystine) étant le plus élevé chez la zéine. 


4. Masse moyenne des résidus et teneur en azote 


En dehors de leur chaîne latérale, les acides aminés diffèrent par leur masse 
moléculaire qui varie dans le rapport de 1 à 3 environ, et par leur teneur en azote qui 
peut changer du simple au quadruple (1). 

Si l'on s'en tient aux chiffres fournis par l'analyse, 10ÿg de prolamine contien- 
drait (tableau 2) 764 résidus pour la gliadine, 843 pour l’hordéine et 871 pour la zéine, 
ce qui entraînerait pour la masse moyenne d’un résidu les valeurs respectives de 
131, 119 et 115, la zéine étant donc composée d'acides aminés plus légers en moyenne 
que ceux de la gliadine et de l’hordéine. 

En fait, le bilan de l'analyse des acides aminés ne permet pas de retrouver tout 
l'azote mais seulement 97,7 p. 100 pour la zéine et 93 p. 100 pour la gliadine. De 
sorte que dans 100 g de protéine on ne retrouve par exemple que 06,4 g de résidus 
pour la zéine et 90,3 pour la gliadine. Ceci permet d'apporter une correction à la 
masse moyenne d'un résidu en faisant l'hypothèse que les résidus non dosés se répar- 
tissent identiquement à ceux dosés. Moyennant une telle approximation, on trouve 
les valeurs suivantes pour la masse moléculaire moyenne d’un résidu : 

Gliadine 110 Hordéine 114 Zéine 111. 

Celle relative aux résidus de la zéine concorde avec la valeur déjà proposée 
par CHIBNALL (1942). 


(1) La masse moléculaire d’un résidu varie entre 87 (glycine) et 186 (tryptophane). La teneur en azote d’un 
résidu est comprise entre 8,6 p. 100 (tyrosine) et 35,6 p. 100 (arginine). 
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Comme la masse la plus fréquente pour le 
120, les prolamines se révèlent composées d’ 
plus faibles que la moyenne. 

Le taux d'azote (gliadine : 17,66, hordéine : 16,6, zéine : 16,2) rentre dans le 
domaine des valeurs les plus répandues. Il ne faut cependant pas oublier que près 
d'un cinquième de cet azote est présent sous forme d’amide (LAINE, 1939 ; VIRTANEN 
et HAMBERG, 1947) et ne rentre pas, à proprement parler, dans l'azote aminé et que 
si les carboxyles des résidus acides n'étaient pas bloqués par une fonction amide, 
le taux d'azote ne serait que de 12 à 14 p. 100 (13,1 p. 100 pour la zéine). La richesse 
en azote aminé de ces protéines est donc moins grande qu’on ne pourrait le supposer 
à première vue, et par conséquent aussi leur valeur nutritive. 


S protéines est comprise entre II5 et 
acides aminés de masse légèrement 


5. Enchaînement des acides aminés 


Sur l’'enchaînement des acides aminés, les données sont encore très modestes. 

Les résidus N-terminaux ont été étudiés dans plusieurs prolamines par DEUTSCH 
(1955) qui trouve de l’alanine et de la thréonine. Par la même méthode (formation 
des dérivés dinitrophénylés), MEL'/TEVA et REZNICHENKO (1958) mettent également 
en évidence la thréonine ; DEVENYI (1958) de la thréonine et de la phénylalanine. 

Par oxydation chromique, ROCHE et MOURGUE (1944), montrent que les radicaux 
isopropyle de la leucine et de la valine ne sont attaqués qu'après hydrolyse de la zéine. 
Ils sont conduits à supposer que la valine serait située au milieu des chaînes poly- 
peptidiques, alors que la leucine serait proche des extrémités de celles-ci. 

LAINE (1944 et 1945) propose le schéma suivant de l’hydrolyse enzymatique. 
L'attaque débuterait par la rupture d’un pont disulfure, comme le suggère l'apparition 
de groupements sulfhydryles libres. Les stades suivants diffèrent suivant la nature de 
l’'enzyme. La trypsine couperait la ou les chaînes au niveau de l’alanine. La pepsine 
donne des tétrapeptides avec une glutamine en bout de chaîne ce qui laisse supposer 
une périodicité dans la structure de la zéine avec un acide glutamique ou une gluta- 
mine tous les quatre résidus. Cette périodicité, très en vogue à un moment donné 
pour les protéines, demanderait à être démontrée. Elle a été infirmée dans toutes 
celles dont on a pu connaître avec précision la structure. Comme environ un résidu 
sur quatre de la zéine est constitué par de la glutamine, il est bien évident qu'en 
moyenne les tétrapeptides vont tous contenir une glutamine. 


IV. — VALEUR NUTRITIVE 


Deux facteurs principaux interviennent : la présence ou la proportion d'acides 
aminés dits essentiels où indispensables et la digestibilité. 


1. Acides aminés indispensables 


Parmi Îes acides aminés essentiels de la zéine, la valine figure en quantité conve- 
nable, les leucines sont particulièrement abondantes, la phénylalamine existe en 
proportion assez importante, de même que Jantes et la méthionine. Fe : 
tryptophane et la lysine font complètement défaut, et si la teneur en histidine es 


assez élevée, l’arginine est très peu abondante. 


II8 J. MOSSÉ 


À part les leucines dont la zéine peut être une source d'appoint, les acides aminés 
essentiels existent donc en proportion moyenne ou faible par rapport à la plupart des 
protéines et en moindre quantité que dans les autres prolamines. 

Tout ceci confirme la mauvaise valeur nutritive de la zéine qui, à cet égard 
encore présente un caractère plus prononcé que la gliadine ou l’hordéine. 

Déjà envisagée par WiLLCOCK et HOPKINS (1906) à cause de sa carence en tryp- 
tophane, la valeur nutritive de la zéine a été étudiée par OSBORNE (1913) qui a noté 
en outre l'absence de lysine. Dans plusieurs mémoires successifs, OSBORNE et MENDEL 
(1913, 1914a, b et c) font le tour du problème. Ils expliquent les inconvénients 
d’une nourriture à base de farine de Maïs par de la richesse de celle-ci en zéine. Ils 
signalent l'absence de glycine dans la zéine et sa faible teneur en arginine (19144) 
et montrent la possibilité de nourrir des animaux avec, comme source de protéines, 
de la zéine supplémentée en tryptophane et en lysine. 


2. Digestibihté 


Dès ce moment ils font apparaître la mauvaise digestibilité qui caractérise la 
zéine (19144) dont le coefficient d'utilisation est de l’ordre de 70 p. 100 alors que celui 
des autres protéines avoisine toujours 95 p. 100 (1914c) : des rats préalablement mis 
à la diète et nourris avec de la zéine comme seule source protéique ont des fèces dont 
presque tout le matériel azoté est soluble dans l'alcool. 

De nombreux auteurs, par la suite, confirment cette mauvaise digestibilité qui 
confère à la zéine un caractère assez exceptionnel dont l'explication semble n'avoir 
jamais été clairement formulée. 

OSBORNE et MENDEL (19144) en fournissent le premier élément en notant que 
la zéine est très mal digérée « à moins d’être hydratée préalablement à son ingestion ». 
Remarque confirme par JANNEY (1915) qui montre que de la zéine fraîchement 
précipitée (par l’eau), et ainsi ingérée sous forme hydratée et pâteuse, est aussi 
complètement digérée que n'importe quelle autre protéine. 

En fait la cause de la mauvaise digestibilité de la zéine réside essentiellement 
dans son insolubilité en milieu aqueux (MOSsÉ, 1961b). La digestion étant une réaction 
ou un ensemble de réactions chimiques de dégradation en milieu liquide, il est évident 
qu'une substance sera d'autant plus réfractaire qu’elle est plus difficilement soluble. 
Et on conçoit que, préalablement gonflée dans l’eau, la zéine soit déjà beaucoup 
mieux digérée. 

La forme sous laquelle la zéine est ingérée étant essentielle dans la digestibilité 
de la zéine et n'étant par contre que rarement précisée dans les travaux de nutrition 
sur ce sujet, les résultats des différents auteurs sont obligatoirement assez divergents : 
pour expliquer le fait que, même supplémentée par un apport convenable d'acides 
aminés, la zéine ne provoque pas une croissance normale chez le rat, KLIGER et 
KREHL (1950 et 1952) font l'hypothèse de la présence d’un facteur toxique dans 
la zéine, hypothèse que leurs propres expériences les conduisent à rejeter. GEIGER 
et COURTNEY (1952) trouvent pour les acides aminés de la zéine complétée par du 
tryptophane et de la lysine, un faible coefficient d'utilisation et mettent en cause 
les conclusions d'OSBORNE et MENDEL. 

De même ALBANESE et ses collaborateurs (1949) trouvent que la zéine préparée 
industriellement est plus mal digérée que la zéine « native ». Comme on a vu plus 
haut que l'industrie purifie en général la fraction soluble dans les alcools les plus 
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fortement concentrés, et par conséquent la moins soluble d 


| L ans l’eau, un tel résultat 
na rien d'étonnant. 


Tous les caractères de digestibilité de la zéine se ramènent ainsi à des consi- 
dérations de solubilité, elles-mêmes étroitement liées à la composition en acides 
aminés et la singularité de ces protéines solubles dans l'alcool et peu digestibles est 
une conséquence directe de leur richesse en résidus peu réactifs. 


V. — SOLUBILITÉ 


Deux aspects complémentaires caractérisent l'étude de la solubilité. L'un, qua- 
litatif, consiste dans la nature des substances susceptibles de dissoudre la zéine. 
L'autre, quantitatif, réside dans l'évaluation des limites de cette sobulilité en fonction 
de différents paramètres (proportion de protéine, composition des solvants mixtes, 
température, pH) et dans les équilibres de phase qui peuvent exister au-delà de ces 
limites. 


I. Solvants de la zéine 


L'étude de la composition en acides aminés de la zéine a montré qu’il y a environ 
4 résidus apolaires sur 5 (résidus purement hydrocarbonés ou possédant une fonction 
amide) et que, parmi les quelques 20 p. 100 de résidus polaires, les 3/4 sont sous forme 
non ionique, par suite de la présence d’un hydroxyle alcoolique ou phénolique. 

On peut dès lors prévoir que les solvants de la zéine vont tous présenter le carac- 
tère mixte et comporter à la fois des parties polaires peu ou non ioniques et des parties 
apolaires, soit par leur structure, si ce sont des solvants à l’état pur, soit par leur 
composition, si ce sont des mélanges. C’est ainsi que les alcools aliphatiques, mono 
ou polyalcools, m‘langés à de faibles quantités d’eau, s'avèrent de loin les plus usités, 
comme le montre déjà leur emploi très fréquent pour l'extraction. De même certains 
acides organiques (acétique, propionique, lactique) ou leurs esters. 

Comme par ailleurs 1 résidu sur 4 possède une fonction amide, et qu'il ÿ a 10 
p. 100 de proline (acide iminé), un autre groupe de bons solvants sera constitué 
par des amines ou des amides. Pour la même raison, la zéine est soblule dans l'ammo- 
niac (TAFT, 1930), dans les solutions alcalines entre pH 11 et 13 (OFELT et Evans, 
1949) et dans l’urée concentrée (BURK, 1937). 

Evaws et MANLEv (1941) ont étudié systématiquement quelques 70 substances 
organiques susceptibles, à l’état pur, de dissoudre la zéine. Les plus aptes conservent 
leur pouvoir de dissolution jusqu’à basse température (inférieure à 49°C) et donnent 
des solutions dans lesquelles la zéine demeure indéfiniment inaltérée à température 
ordinaire. or 

Ce sont d’abord des dérivés des glycols éthyléniques où propyléniques où du 
glycérol, parmi lesquels les monoéthers (méthylique, éthylique, propylique ou benzy- 
lique) et les chlorhydrines du glycol ou du glycérol viennent au premier rang. Ce sont 
des amines : butylamine, propylénediamine, triéthylène-tétramine. Et aussi, bien 
entendu, des mono ou dialcools aminés (phényléthanolamine). 

Une étude similaire de DouGLas-REES et SINGER (1956) compare le comporte- 
ment de différentes protéines, dont la zéine, dans des solvants variés. 
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MAxLEY et EVANS (1943) ont procédé également à l'inventaire des solvants mixtes 
binaires, dans lesquels on distingue deux groupes : ceux contenant de l’eau et un 
solvant organique et ceux formés d’un mélange de deux solvants organiques, anhydres 
par conséquent. 

Les solvants mixtes aqueux ont été pendant longtemps les seuls usités et 
demeurent encore les plus connus, à commencer par les mélanges eau- -alcool, l’'optimum 
de solubilité se présentant avec les alcools aliphatiques possédant de 2 à 4 atomes de 
carbone (DILI, 1927). 

L'acétone (OSBORNE, 1897), le dioxane et le dioxolane forment avec l'eau de 
bons mélanges solvants et donnent des solutions de zéine beaucoup moins visqueuses 
que celles à base d'alcool. 

Les solvants binaires anhydres, beaucoup plus nombreux (MANLEY et EVANS, 
1943), comportent le plus souvent un alcool aliphatique, un glycol ou une cétone 
comme premier constituant, et un hydrocarbure aromatique chloré ou nitré, ou un 
aldéhyde ou un éther aromatique comme deuxième constituant. La zéine y donne 
des solutions plus stables que dans les solvants aqueux ainsi qu'en témoigne son 
insensibilité à l’action de substances telles que l'acide trichloracétique, les tannins 
ou les sels de métaux lourds. 

Cette stabilité de la zéine, particulièrement intéressante pour ses emplois indus- 
triels, peut encore être accrue par l’adjonction d'un troisième composant. Il s’agit 
alors de solvants ternaires dont quelques-uns ont été étudiés par EVANS et MANLEY 
(1944). 

Parmi ces différents solvants organiques, qu'ils soient purs ou mixtes, ceux qui 
dissolvent le mieux la zéine possèdent un caractère commun : la longueur de la chaîne 
carbonée qui comporte 3 ou 4 atomes de carbone, et correspond à celle qui caractérise 
en moyenne les résidus non polaires de la zéine. On conçoit en effet que dans la mesure 
où les molécules du solvant viennent s'intercaler entre les résidus, leurs groupements 
polaires ne puissent émerger de la molécule protéique vers l'extérieur que si leurs 
chaînes carbonées ont une longueur au moins égale à celle des résidus. 

Il semble qu'il n’y ait aucun inconvénient à ce que la chaîne paraffinique des 
molécules solvantes soit plus longue, car les savons (14 à 18 atomes de carbone) 
et les détergents tels que le dodécylsulfate (12 atomes de carbone) dissolvent parfaite- 
ment la zéine dans l’eau (FOSTER, 1949). 


2. Courbes de solubilité et équilibres de phases 


La solubilité d'une substance macromoléculaire telle que la zéine n’est pas 
illimitée. Elle peut atteindre un seuil au-delà duquel se produit une séparation de 
phases, le plus souvent une précipitation, parfois une démixtion en deux phases 
liquides, seuil qui dépend lui-même des paramètres en jeu. 

Dans le cas d'un solvant binaire, du type alcool-eau par exemple, de dépend 
de 3 paramètres : la température, la concentration en zéine et la proportion mutuelle 
des constituants du solvant. On peut alors étudier la relation entre deux d’entre eux 
en fixant la valeur du troisième. L;a courbe représentant cette relation n’est autre 
qu'une courbe de solubilité. 

Pour une proportion déterminée de zéine, on peut ainsi rechercher comment 
varie la température des solutions où apparaît un trouble en fonction de la compo- 
sition du solvant. 
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La figure 3 représente les rés 
Le $ S e l D F ) & ù fe 
ne re 1 d es résultats obtenus par Dixx, (1927) dans ces conditions 
de anges aqueux formés avec les quatre premiers alcools : méthanol, éthanol 
r : 7 . 4 à rc y 2 À s à 
propano utanol (tertiaire). Pour ces différents mélanges eau-alcool. les courbes 
de solubilité présentent une forme en U et tour : éovéen 
“sean : Let ournent leur concavité vers les hautes 
atures. Le mini es courbes indi iti $ 
mum de ces courbes indique la composition du mélange ayant 
e meilleur pouvoir solvant : il correspond à des proborti aug: 
: : Spond à des proportions d'eau qui augmentent 
avec le nombre d’atomes de carbone de l'alcool. 


{| Butanot | 


tertiaire 


Te 


-20 
| le = æ| 


. d'alcool rletion molaire 


(0) 10 ED SD AO SU AN CON 7O 80 90 


Fic. 3. — Courbes de solubilité de systèmes zéine-alcool-eau contenant 4 p. 100 de zéine (en poids) : en absaisse, 
composition du solvant binaire alcool-eau exprimée en fraction molaire d'alcool ; en ordonnée, température en 


degrés C (d’après DILL, 1927). | A 
Pour un alcool déterminé, le domaine de solubilité est intérieur à la courbe correspondante en forme d'U. Ce 
domaine se déplace vers les faibles fractions molaires d'alcool quand la longueur de la chaîne de l’alcoolaugmente. 


Il présente une largeur maximum pour l'éthanol et le propanol. 


Pour l’éthanol, la composition optimale correspond exactement à un mélange 
équimoléculaire d’eau et d'alcool, soit, à de l'alcool à 72 p. 100 en poids, proportion 
qui est probablement voisine de celle utilisée pour préparer la zéine en jeu dans ces 
expériences. 

ManLEY et EVANS (1942, 1943) ont étendu ce genre d'étude à un grand nombre 
de couples de substances et montré que les courbes de solubilité présentent toujours 


la même allure. 
Annales de Physiologie végétale. — 1961. 
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Si maintenant on maintient la température constante et que l'on fait varier la 
proportion de zéine dans un mélange eau-éthanol, on constate (MOSSÉ, 1960) LE la 
solubilité varie extrêmement peu dans un large domaine et peut être considérée 
comme constante entre 2 et 60 p. 100 de zéine (en poids). Sur un diagramme Does 
gulaire (figure 4) suivant les hauteurs duquel on porte les proportions pose 
respectives de zéine, d’eau et d'alcool, on peut ainsi représenter un domaine d’exis- 
tence des solutions de zéine dans le mélange eau-éthanol, limité par les deux branches 


de la courbe de solubilité qui revêt ici encore une forme en cloche. 
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FIG. 4, — Courbe de solubilité du système zéine-éthanol-eau à 22°C et domaines à une ou deux phases. Les points réunis par 
| bhases de quelques systèmes coacervés. Les chiffres indiquent des pour-. 


des lignes de conjugaison figurent les compositions des 
centages pondéraux (d’après MOSSÉ, 1960). 


Ces deux branches de la courbe de solubilité sont linéaires dans un très large 


intervalle. Elles correspondent chacune à des proportions constantes du rapport 


pondéral (alcool/eau) soit respectivement 50 et 89 p. 100 d'alcool en poids. 
Lorsque l’on franchit ces proportions limites par addition d’eau ou d’alcool 


à une solution de zéine, deux phases liquides apparaissent. l'outes les deux contiennent 
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de la zéine, de l’eau et de l’éthanol, la plus lourde étant très concentrée en protéine, 
la plus légère très diluée. Ce phénomène de démixtion, signalé par GALEOTIT et 
GIAMPALMO (1908) conserve encore le nom de coacervation proposé par les auteurs 
qui l'ont décelé avec différentes protéines (BUNGENBERG de JONG et KRUYT, 1930, 
BUNGENBERG de JONG 1949). Il correspond à un état transitoire entre la solubilité 
complète et la précipitation qui survient pour de plus fortes proportions d’eau où au 
voisinage de 100 p. 100 d’éthanol. 

Le diagramme de la figure 4 montre qu’il est impossible, à température ordinaire, 
d'obtenir des solutions contenant plus de 65 p. 100 de zéine. Si par contre on élève 
la température, les deux branches de la courbe de solubilité s’écartent graduellement, 
le domaine de solubilité s’élargit, et le maximum s'élève puis disparaît. Ceci explique 
que l'évaporation par chauffage d’une solution de zéine donne une solution de plus 
en plus concentrée passant sans discontinuité par l’état d’un épais sirop transparent 
pour aboutir à celui d’un verre qui, en couche mince, permet à la zéine de former des 
vernis de caractéristiques particulièrement remarquables. 


VI. — DONNÉES PHYSICOCHIMIQUES 


Le développement qui précède vient de montrer la liaison frappante entre la 
solubilité de la zéine et sa composition en acides aminés. On peut se demander 
pourquoi, contrairement à ce qui se passe chez la plupart des autres protéines, la 
structure des chaînes polypeptidiques (structure secondaire) ou leur arrangement 
(structure tertiaire) n'intervient pas en apparence dans les propriétés. 

On est conduit à supposer que tous les résidus d’acide aminé de la zéine sont 
particulièrement bien accessibles aux molécules de solvant où de réactif et il n'est 
pas impossible que la structure de la zéine concoure à ce résultat : outre une masse 
moléculaire qui n’est pas considérable, la zéine possède en effet une forme molécu- 
laire très dissymétrique, comme le prouve son étude physicochimique. 


1. Masse moléculaire et homogénéité 


Plus que toute autre caractéristique, la masse moléculaire suppose, pour une | 
évaluation correcte, l'homogénéité de la macromolécule étudiée, où tout au moins 
la connaissance de son degré de polydispersité. | : 

Aussi les résultats des différentes mesures auxquelles a pu être im la zéine 
dans ce but divergent-ils partiellement suivant les conditions de préparation qui 
ne sont d’ailleurs pas toujours précisées par les auteurs ; suivant surtout la manière 
dont les fractions étudiées ont pu être séparées ou purifiées ; Di vent le solvant et, 
bien entendu, suivant la méthode d'évaluation de la masse moléculaire. 

Le tableau 4 résume les valeurs obtenues dans les différents travaux qui ont 
abordé la question, ainsi que les principales conditions de mesure. 


Dès 1925, COHN, HENDRY et PRENTISS déduisent des données sur la composition 


en acides aminés de la zéine une valeur minimum, sous-multiple éventuel de la valeur 


réelle, de l’ordre de 19 000. 
WATSON, ARRHENIUS et WILLIAMS (1936) l 
d’une solution alcoolique par des quantités croissantes d’eau. 


fractionnent la zéine par précipitation 
Trois fractions diffé- 


4* 
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rentes sont ainsi soumises à des mesures de diffusion brownienne et de sédimentation 
complétées par une électrophorèse et des mesures de constante diélectrique. Ils ne 
précisent pas si ces fractions sont homogènes, mais se bornent à signaler l'existence 
d'un constituant majeur représentant environ 60 p. 100 de la zéine et d'une masse 
de 35 000 d’après la diffusion et la sédimentation, de 40 000 d'après les mesures diélec- 
triques. Les mêmes auteurs (WILLIAMS et WATSON, 1938) indiquent ailleurs 40 000 


TABLEAU 4 


Masse moléculaire de la Zéine. 


| 


Méthode de mesure Solvant | Valeurs de M Référence 
| | 
Composition en acides ami-| | x x 19 000 |CoHN, HENDRY et PRENTISS 
HÉSr m Ter | | (n entier) (1925) 


| 

| —— 
| | 
| 


19 Diffusion brownienne et WATSON, ARRHENIUS 


sédimentation ........ | Éthanol à 60 % | 35 000 (60 % | et WILLIAMS (1936) 
20 Étude diélectrique .. Propanol-eau | 10 000 
Osmométnie tv ecrreee 119 Éthanol-eau. 34 000 BURK (1937) 
90 Urée 6,66 M | 33 000 
19 Diffusion brownienne et | WILLIAMS et WATSON 
sédimentation ......... , | 40 000 | (1938) 
20 Étude diélectrique ...…. EÉthanol-eau 28 000 
Étude diélectrique ...... Éthanol-éther-eau | 38 000 |  ELLIOTT et WILLIAMS 
(1939) 
Calculé d’après les mesures | NEURATH (1939) 
de WILLIAMS et WATSON | 
(SD) RE tr. | 35 000 | 
Diffusion brownienne .... Éthanol-eau Polydispersité | POLSON (1939) 
notoire [ 
OEMOMÉTIE LC TE Méthylglycol 45 000 (60 %) GORTNER et MCDONALD 
30 000 (30 %) (1944) 
23 000 (10 %, 
Sédimentation et diffusion. Éthanol-eau | 36 000 SANDOR et ASZALOS 
(1954) 
, {re série 2e Série 
Mesures de pression super- Étalement 33 100 26 000 
ficielle en couche mono-| sur CIH 0,01 M 76 000 37 200 JATFE et de COENE 
mMOléCHIArer Eee. 0 de # fractions 14 900 22 100 (1957) 
13 100 12 900 


et 28 000 respectivement. Après une étude de la constante de diffusion brownienne, 
POLSON (1939) critique leurs résultats, trouvant pour sa part une dispersion des 
valeurs telle qu’il s’abstient d’en déduire une valeur de la masse de la zéine. 

Par des mesures de pression osmotique, BURK (1937) trouve 34 000 dans une 
solution hydroalcoolique et montre que l’urée concentrée n’altère pas la masse de 
la zéine, contrairement à ce qui se passe avec certaines globulines végétales comme 
l’amandine ou l’excelsine qui subissent une dissociation sous l'influence de l’urée. 
Toujours par osmométrie, GORTNER et Mc DoNALD (1944) étudient de la zéine 
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fractionnée par addition d’eau à une solution dans l'éther méthylique du glycol et 
concluent à l'existence de trois fractions dont les deux principales auraient des 
masses de 45 000 et de 30 000. 

Reprenant des résultats de mesures de WILLIAMS et WATSON (1938) par ultra- 
centrifugation, NEURATH (1938 et 1939) aboutit à une masse de 35 000, cependant 
que par la même méthode, SANDOR et ASZALOS (1954) confirment une valeur de 
l'ordre de 36 000. 

Enfin par des mesures de pression superficielle en couche monomoléculaire 
JAFFE et de COËNE (1957) procèdent à une étude détaillée. La zéine est relarguée 
par des quantités croissantes d’acétone dans une solution hydroalcoolique. Quatre 
fractions sont ainsi préparées dont les masses mesurées après étalement sur de l’eau 
acidulée par CIH 0,01 M s’échelonnent entre 76 000 et I3 000 pour un premier frac- 
tionnement, mais ne sont pas parfaitement reproductibles pour un deuxième frac- 
tionnement (tableau 4). La valeur de 76 000, trouvée à une seule reprise, correspond 
probablement à une agrégation bimoléculaire, ou à un étalement incomplet de la 
protéine. Les masses les plus faibles, de l’ordre de 13 000 ou 13 000 sont plus difficile- 
ment explicables, à moins d'envisager une dissociation dûe, par exemple, à la rupture 
d’un pont disulfure. 

Pour bien faire, les mesures demanderaient à être reprises avec des fractions 
dont on puisse reproduire quantitativement la séparation, ce pour quoi les données 
de la littérature sont en général jusqu'ici insuffisantes. 

De toutes ces études ressortent néanmoins quelques conclusions assez solide- 
ment établies. 

La zéine apparaît d'abord comme un constituant polydisperse, c’est-à-dire formé 
de plusieurs fractions différentes. 

Mais le nombre de ces fractions n’est peut-être pas aussi élevé que pourraient 
le faire croire certains travaux, pour la bonne raison que les procédés de fractionne- 
ment sont parfois à l’origine de la formation de dimères ou de coupures de la molécule. 
SCALLET (1947), dans une étude sur le comportement électrophorétique de fractions 
de zéine, a repris cette dernière hypothèse émise pour la première fois par SORENSEN 
(1930). : 

On peut affirmer que la zéine contient au moins deux fractions. La plus impor- 
tante est soluble dans les mélanges éthanol-eau fortement concentrés en alcool. 
Sa masse moléculaire est de l’ordre de 33 000 à 40 000. L'autre est soluble dans les 
mélanges eau-éthanol ne contenant pas plus de 40 ou 50 p. 100 d'alcool et a vraisem- 
blablement une masse moléculaire plus faible. C’est sur le premier de ces deux cons- 
tituants que l’on possède le plus de renseignements, notamment en ce qui concerne 


la forme et les proportions de la molécule. 


2. Forme et taille moléculaires 


La zéine se révèle comme une des molécules protéiques les plus dissymétriques 


que l’on connaisse. “uen 
En se basant sur les valeurs de la constante de diffusion; NEURATH (939) 
trouve, par un calcul approché, un rapport d'axe de 20. En d autres termes, lorsqu e 
assimile la molécule de zéine à un ellipsoïde de révolution allongé paraliélement à la 
direction de l’axe de révolution, les différentes mesures conduisent à une longueur “ 
l’ellipsoide égale à 20 fois son diamètre. Dans ces conditions, on peut sans inconvénien 
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assimiler la forme de la molécule à celle d’un cylindre dont les proportions relatives 
se rapprochent presque de celles d’une allumette (fig. 5). 

En admettant un volume spécifique égal à 0,75 et une masse égale à 35 000, 
NEURATH conclut aux valeurs suivantes pour les dimensions moléculaires : longueur ; 
322 À largeur : 16 À. De fait, les dimensions sont probablement un peu plus impor- 
tantes, car FOSTER et FRENCH (1945) ont montré que la zéine possède un volume 
spécifique égal à 0,77 (dans les mélanges alcool-eau), valeur exceptionnellement 
élevée pour une protéine. 


= 15 à 20 À 
L = 300 à 400 À 


FiG. 5. — Proportions de la molécule de zéine. 


Une confirmation de ces résultats est apportée par les mesures de viscosité et de 
biréfringence d'écoulement de FOSTER et EDSALL (1945) qui concluent à une longueur 
moléculaire comprise entre 300 et 400 À. Également par l'étude de la viscosité de 
solutions dans l’urée, ERMOLENKO et GINZBURG (1956) trouvent un rapport d'axe 
de l’ordre de 10 à 15. 

Cet aspect allongé de la zéine n’est sans doute pas étranger au fait signalé par 
OsrwaLD et WoLSKI (1921) que cette protéine dialyse lentement à travers les mem- 
branes semi-perméables classiques, malgré son poids moléculaire déjà important. 

D'autres renseignements sur la forme de la zéine proviennent des mesures de 
dispersion et d’incrément diélectrique auxquelles cette protéine se prête mieux que 
les autres en raison de sa faible conductivité, elle-même liée à son caractère très peu 
ionique. 

Dans une étude des solutions de zéine dans l’alcool propylique à 70 p. 100, 
WYMAN (1931 et 1936) trouve un moment électrique permanent important, témoi- 
gnant d’une dissymétrie électrique accentuée, que la modestie des charges présentes 
dans la molécule permet de relier à sa forme allongée. 

Des mesures de constante diélectrique et de temps de relaxation (ONCLE, 
1940) conduisent à des valeurs du rapport d’axe de l’ordre de 7 ou 9 (ELrro7TT et 
WILLIAMS, 1939 ; ONCLEY, JENSEN et GROSS, 1949) c’est-à-dire 2 ou 3 fois plus faibles 
que celles indiquées par les mesures hydrodynamiques envisagées ci-dessus, mais 
les auteurs reconnaissent que l’hétérogénéité des échantillons de zéine étudiés laisse 
beaucoup de doutes sur l'exactitude de telles évaluations. 

Du point de vue de ses dimensions internes, la zéine a fait l’objet d’une étude 
aux rayons X sous forme de poudre (ASTBURY et LOMAX, 1935 ; ASTBURY et BELL, 
1939) d’après laquelle l’espacement entre les chaînes polypeptidiques serait de 
4,6 À et celui entre les chaînes latérales de 0,8 À. 

Enfin plusieurs auteurs l'ont étudiée en couche monomoléculaire, non pas 
tant pour elle-même que parce qu’elle constitue un matériel idéal pour des mesures 
à la surface de l’eau : l’alcool concentré, dans lequel elle se trouve être soluble, est 
un des solvants de choix pour la préparation de solutions d’étalement : et l’insolubi- 
lité de cette protéine dans l’eau fait que, déposée sous forme de gouttes de solution 
alcoolique à la surface de l’eau, elle s’y étale particulièrement bien (alors que beau- 

-coup d’autres protéines s’y dissolvent partiellement). 
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GORTER et ses collaborateurs (1932 et 1933) tentent les premiers de l’étaler en 
couche monomoléculaire, puis SCHAKFER (1938) et LANGMUIR (1938) qui essaye des 
mesures de viscosité superficielle. MITCHELL (1937) évalue l'épaisseur moyenne de 
la couche à quelques angstrôms (entre 1,6 et 3,8 À suivant les conditions). L'ensemble 
de ces travaux, passé en revue par BULL (1947) et complété par une étude des condi- 
tions d’étalement à l'interface eau-huile par ELLISON et ZISMAN (1956) ne fournit 
cependant jusqu'ici que fort peu de données nouvelles sur la zéine, exception faite 
du travail de JAFFE et de COENE (1057) envisagé plus haut. | 


3. Spectres d'absorption et pouvoir rotatoire | 

Beaucoup plus riches en possibilité, les mesures par des procédés optiques sont 
loin d’avoir encore donné tous les renseignements qu’elles sont susceptibles d’appor- 
ter à la connaissance de cette protéine. 

Le spectre d'absorption dans l’ultraviolet, dont les bandes sont dues essen- 
tiellement à la présence des acides aminés aromatiques peut servir de méthode 
d'évaluation de la proportion de ces derniers dans la molécule protéique. En ce qui 
concerne la zéine, de même que la gliadine, les quantités de tyrosine et de tryptophane 
ainsi évaluées concordent avec les données de l'analyse chimique (ANSLOW, 1950 ; 
BEAVEN, HOLIDAY et JOPE, 1950; BEAVEN et HOLIDAY, 1052). 

Dory et GEIDUSCHEK (1953) ont montré par ailleurs que l'étude de la photo- 
décomposition de la zéine en couche monomoléculaire effectuée par MITCHELL et 
RIDEAL (1938), permet une évaluation de la proportion des résidus aromatiques en 
bon accord avec les résultats de l’analyse chimique. | 

Dans le domaine infrarouge, la zéine est une des premières protéines qui aient 
été étudiées (BuswELL, KREBS et RODEBUSCH, 1940). Les mesures sont cependant 
encore beaucoup trop peu nombreuses et rudimentaires et mériteraient d’être reprises 
dans ce domaine. KRETSCHMER (1957) obtient des résultats contradictoires qui ne 
permettent pas de conclure quant à la structure de la ou des chaînes polypeptidiques 
de la zéine. 

Comme pour l’infrarouge, les mesures de dispersion rotatoire sont encore 
inexistantes pour les prolamines par rapport aux possibilités offertes. Quelques 
travaux anciens donnent une idée du pouvoir rotatoire de la zéine : OSBORNE et 
HARRIS (1903) indiquent 28° pour le pouvoir rotatoire spécifique à 589 my (raie D 
du sodium). LINDET et AMMANN (1907) indiquent des valeurs du même ordre mais 
précisent déjà qu’elles varient avec la composition du solvant mixte utilisé (un mé- 
lange éthanol-eau en l’occasion), ce que confirment les travaux de GORINER et 
Mc DoNALD (1944). ga 

GoLug et PICKETT (1954) étudient l'effet de la température et des variations 
de pH sur le pouvoir rotatoire de plusieurs protéines, parmi lesquelles la zéine. KRET- 
SCHMER (1957) se place dans l’hypothèse où la zéine existerait en solution alcoolique 
avec une structure du type hélice « de PAULING et COREY ; les mesures de dispersion 
rotatoire indiquent alors qu'environ 50 p. 100 de la zéine serait sous cette forme. 
C’est malheureusement là un résultat encore isolé d'autant plus difficile à interpréter 
que le pouvoir rotatoire dépend au premier chef de la nature du solvant et de sa 
composition. , 


re ‘ } 


,, 
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4. Propriétés ioniques 


Comme le laisse présager la composition en acides aminés, la zéine possède une 
faible capacité de combinaison avec les acides ou les bases. Les différentes évaluations 
faites à ce propos sont rassemblées dans le tableau 5. 


TABLEAU 5 


Capacité de combinaison de la zéine avec les acides et les bases. 


: | 
Nombre d’équivalent-grammes | 
Éar - combinés à 105 g de zéine | Béarn 
Acide Base 
: ol | COoHN, BERGGREN, 
ESS NaOH HENDRY (1924) 
"À L Je. es 2 2 ' 
u z 17,8 2021,3 | Conn, EDSsALz, 
Fe CH | BLANCHARD (1934) 
best fs 24 56 | CZARNETZKY, 
CIH NH; SCHMIDT (1934) 
Éthanol (90 %) 16,6 à 21,1 46,2 à 54,6 Nensiscen On) 
— eau CIH NaOH | ( 
ne : 19 55 FRAENKEL-CONRAT, 
eee Orange G Safranine O CooPER (1938) 
ou phosphate) 
à à ie 16,4 41,9 | ; 
Benzène CIH NHOH AGATOV (1949) 


En ce qui concerne le nombre d’équivalents acides susceptibles de se combiner 
à la zéine, l'accord est très correct entre les divers auteurs, toutes les valeurs trouvées 
se répartissant entre 16,4 et 21,3 équivalent-grammes d'acide combiné à 10° g de 
protéine, soit 19 en moyenne, nombre qui concorde remarquablement avec celui 
des cations fourni par l'analyse des acides aminés à résidu basique (tableau 3). 

La capacité de combinaison avec les bases donne en revanche des résultats 
plus dispersés : de 31 à 56 équivalent-grammes de base pour 105g de zéine, valeur qui 
doit correspondre à la somme des nombres de groupements phénoliques (tyrosine) 
et de carboxyles libres, pour lesquels l'analyse donne respectivement 29 et 5 soit 
34 au total. En réalité le nombre d’équivalent-grammes de base combinée fournit 
une évaluation maximum du nombre de fonctions acides, étant donné que la zéine 
en milieu basique tend à s’hydrolyser légèrement (Mc KiNNEy et JoHsoN, 1957), 
ce qui peut entraîner la libération de quelques carboxyles : le nombre trouvé augmente 
effectivement en fonction du temps (COHN, BERGGREN et HENDRY, 1924) ; tandis 
que le décompte des carboxyles libres d’après l'analyse des acides aminés donne un 
chiffre qui a toute chance d’être erronné par défaut : c’est en effet la différence entre 
le nombre de molécules d'acides aminés dicarboxyliques et celui des molécules d’am- 
moniac, or une légère hydrolyse entraîne l'apparition d’un excès d’ammoniac. 

Il en résulte que la capacité de combinaison avec les bases est probablement 
de l’ordre d’au moins une quarantaine d'équivalent-grammes pour 105 g de zéine, 
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ce qui porterait le nombre de carboxyles libres 


à une dizaine, valeur encore très 
modeste pour une protéine. 


Par chauffage prolongé dans des hydrocarbures anhydres au-dessus de 1509, 
la zéine perd de l’eau, et vers 1809, sa capacité de combinaison avec les acides s’annule 
tandis que celle avec les bases est sensiblement doublée (MECHAM et OLCOTT, 1947). 
On peut l'expliquer par des combinaisons des résidus basiques dans des liaisons pepti- 
diques, avec une libération concomitante de carboxyles par désamidation de 
l’asparagine et de la glutamine. 

Une étude due à CaRR (1956) sur les combinaisons possibles de différentes pro- 
téines avec les ions sodium ou potassium montre qu’à pH : 7,5, environ 5 équivalent- 
grammes de cations sont fixés par 10° g de zéine, ce qui confirme le nombre de car- 
boxyles libres révélés par l'analyse, qui seuls réagissent à ce pH. 

es mesures du point isoélectrique de la zéine sont très peu nombreuses et 
peu sûres. Par la méthode du minimum de solubilité, CsonxA, MurPHY et JONES 
(1926) trouvent 6,2 ; par électrophorèse, WATSON, ARRHENIUS et WILLIAMS (1936) 
indiquent de 5 à 6. On peut admettre qu'il est voisin de 6. 

Il est possible de l’abaisser au voisinage de 4 en transformant légèrement la 
zéine par désamidation, partielle : au moyen d’une hydrolyse très ménagée par les 
bases, MC KINNEY et JOHNSEN (1957) obtiennent une zéine soluble dans l’eau à pH 7, 
mais insoluble à pH 4, par suite de la libération d'environ la moitié des carboxyles 
de chaînes latérales. 

Le caractère relativement inerte de la zéine du point de vue ionique ne facilite 
pas son étude par électrophorèse qui a d’ailleurs donné lieu à peu de travaux. En 
dehors de celui de SCALLET (1947) qui opère en solution alcoolique tamponnée vers 
pH 4, FOSTER (1949) et FOSTER, VANG et VUI (1950) ont pallié sa faible solubilité 
en milieu salin en l'étudiant sous forme de complexes avec un détergent tel que le 
dodécylsulfate de sodium. 


5. Hydratation de la zéine 


L'hydratation des protéines se présente sous deux aspects principaux : il ya 
l’eau d’adsorption qu’une protéine en poudre est susceptible de retenir à l’état solide s 
et l'eau d’hydratation ou eau liée à la protéine lorsque celle-ci se trouve en solution 
et dont l'évaluation varie un peu avec le procédé de mesure utilisé, comme c’est le 
cas pour une masse moléculaire. : 

La zéine a surtout été étudiée sous l'angle sorption ou désorption de la vapeur 
d’eau : la méthode réside dans le tracé d’isothermes d’adsorption indiquant le poids 
d’eau adsorbé par unité de poids de protéine en fonction de la tension de vapeur, 
isothermes auxquelles s'applique assez bien la théorie de BRUNAUER, EMMEIT et 
TELLER. 

Les principales mesures sont dues à BUIL, (1944) et à DOSEON Korx et HOOVER 
(1948), ainsi qu'à Mc LAREN et ROWEN (1951) qui ur passé en revue SE question. 

Alors que des protéines aussi variées que Î ovalbumine, la "Her 
la G-lactoglobuline, la salmine, la gélatine, le collagène et la kératine or suscepti S 
d’adsorber dans une première couche d'eau entre 300 et 600 moles d’eau poux 
de protéine, la zéine n’en adsorbe que 210 à 230. Dans un essai d interprétation e 
ces résultats, PAULING (1945) fait l'hypothèse que chaque résidu polaire d’une Ds 
téine est responsable de l’adsorption d'une molécule d’eau, hypothèse assez bien 
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vérifiée pour les protéines citées. Dans le cas de la zéine, on compte en effet pour 10°g 
quelques 130 résidus polaires (hydroxylés, basiques ou carboxylés) où 241 en comptant 
en plus la proline, dont la polarité est discutable en pareil cas (4). Une fois de plus 
la zéine se présente comme à part, comparée aux autres protéines : le petit nombre 
de ses résidus polaires lui confère une faible capacité d'absorption de l'eau. 

Il explique aussi que la zéine ne se comporte pas en solution comme un hydrate. 
Par l'établissement de diagrammes tels que celui de la figure 4, et par application 
d'une méthode dérivée de la méthode des restes (MossÉ, 1959 et 1960), il est possible 
de montrer que contrairement à des protéines comme la sérumalbumine ou la gliadine 
qui fixent en solution de 0,2 à 0,3 g d’eau liée par g de protéine, la zéine ne se présente 
pas comme un simple hydrate. De fait, il est probable qu’en solution hydroalcoolique, 
les molécules de zéines sont solvatées, c’est-à-dire qu’elles sont liées à un certain 
nombre de molécules de solvant mixte. D’après des recherches en cours (MOSSÉ, 
1061 a), la zéine dissoute dans les mélanges eau-alcool serait liée à environ 0,18 g de 
solvant (par g de protéine), la composition du solvant correspondant à de l'éthanol 
à 70 p. 100, soit à un mélange sensiblement équimoléculaire d’eau et d'alcool éthy- 
lique. 

Le travail de ViLENSKkIr et KiSELEVA (1951) sur l’affinité d’une solution de 
zéine dans un mélange eau-propanol pour chacun des constituants du mélange 
solvant, milite déjà en faveur d’une telle hypothèse. 

Cette affinité préférentielle pour les mélanges eau-alcool que laissait déjà présager 
l'étude de la solubilité de la zéine et que confirment ces phénomènes de solvatation 
n'exclut cependant pas une affinité plus modeste pour l'alcool seul où pour l’eau 
seule. 

L'étude aux rayons X de la zéine en poudre (ASTBURY et LOMAX, 1935) montre 
en effet que la vapeur d’eau ou la vapeur d'alcool éthylique provoquent un accroisse- 
ment des distances entre chaînes latérales. 

De même, au moyen de couches de prélèvement, technique due à LANGMUIR, 
SCHAEFER et WRINCH (1937), BULL (1937) montre que des couches monomoléculaires 
de zéine empilées les unes sur les autres peuvent emprisonner des quantités d’eau 
assez importantes. Mais la présence de cette eau s'explique surtout par la technique 
utilisée pour former ces strates : une lame de métal inoxydable est immergée lente- 
ment dans de l’eau à la surface de laquelle on a préalablement étalé la zéine en couche 
monomoléculaire, puis sortie lentement de l’eau, et l'opération immersion-émersion 
est répétée un grand nombre de fois. À chaque nouvelle immersion, une nouvelle 
couche monomoléculaire de protéine vient recouvrir la plaque, et de même à chaque 
nouvelle émersion. On arrive ainsi à prélever un nombre connu de couches monomo- 
léculaires (d'où l'expression « couches de prélèvement ») et à les empiler sur un 
support rigide ; comme les couleurs d’interférence présentées par la couche mince 
polymoléculaire ainsi formée permettent de calculer l'épaisseur de cette dernière, 
on peut en déduire celle d’une couche monomoléculaire dans de telles conditions. 

Il faut noter qu'étalée à la surface de l’eau, la zéine, comme toute protéine et 
comme toute substance superficiellement active, présente une structure orientée : 
le maximum possible de groupements polaires sont du côté de l’eau, alors que le 


(1) Dans son article, PAULING (1945) indique 305 résidus polaires, et 390 avec la proline, probablement parce 
qu’il ne tient pas compte du fait que la quasi-totalité des résidus carboxylés sont bloqués par une fonction amide 
et dépourvus, du même coup, de leur polarité. 
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plus grand nombre possible de résidus paraffiniques ou non polaires sont tournés du 
côté de l'air ; autrement dit, la couche présente une face polaire et une face non 
polaire. Il en résulte que chaque couche nouvelle prélevée par plongée ou remontée 
de la plaque est orientée en sens inverse de la précédente et que les couches successives 
empilées présentent deux par deux des faces identiques en regard : un espace inter- 
feuillet sur deux est donc formé de groupements polaires en regard entre lesquels des 
molécules d’eau demeurent emprisonnées. 

Dans le cas de la zéine, BULL (1937) trouve ainsi une distance moyenne de 14 À 
entre deux couches consécutives. Comme l'épaisseur réelle d’une couche monomo- 
léculaire est de l’ordre de quelques angstrôms, le reste est donc occupé par plusieurs 
couches d’eau. 

Si la plaque présente par elle-même une face à caractère polaire, la première 
couche prélevée se déposera avec une face non polaire à l'extérieur dont le caractère 
parafhnique pourra être démontré par sa non-mouillabilité. Le phénomèneest d’ailleurs 
très général : lorsqu'une solution de zéine est évaporée lentement en couche mince, 
la couche monomoléculaire de zéine la plus externe tournera ses groupements polaires 
vers l'intérieur de la couche, et ses résidus apolaires de l’autre côté : le verni obtenu 
par dessiccation ne sera pas mouillable, et comme de plus la zéine est peu soluble 
dans l’eau, il sera pratiquement imperméable à l’eau. Ceci laisse entrevoir tout l’inté- 
rêt que peut présenter la zéine pour former des vernis ou des revêtements et explique 
que son usage industriel soit très répandu sous cette forme. 


VII. — APPLICATIONS INDUSTRIELLES 


Il n’y a pas lieu ici de s'étendre sur les applications industrielles de Îa zéine. 
Cependant comme le nombre et la variété des travaux dans ce domaine (1) justi- 
fieraient à eux seuls une mise au point et que, par leur caractère concret et appliqué, 
ils constituent un complément à l'exposé des propriétés de la zéine, ce serait une 
lacune de passer sous silence la technologie d’une protéine dont on produit des quan 
tités croissantes sur la planète. Nous nous y arrêterons donc brièvement pour décrire 
surtout deux utilisations importantes : les fibres destinées à l'industrie textile 
et les revêtements de toute sorte à l’état de couche mince. 


1. Fibres artificielles 


Quatre protéines différentes ont déjà servi à la fabrication industrielle de fibres 
artificielles (LUNDGREN, 1945 ; CAMPBELL, 1955) : la caséine du lait, utilisée dès 1035 
ce qui fut un succès pour la chimie industrielle, mais un affreux pont RES Rues 
une globuline du soja qui a remplacé avantageusement la caséine; une globuline de 
l’arachide, l’arachine ; et la zéine dont l’une des fibres les plus aux États- 

1 iquée sous le nom de Vicara (Anonyme, 1053). | 
D d’une fibre protéique artificielle comporte les eR - 
(CHAMPEITER, 1939) : dissolution, coagulation, durcissement et insolubilisation de 


la protéine. 


édés i i 1 él tren- 
(x) Plus de 500 brevets ont déjà été pris sur les procédés industriels de traitement de la zéine, dont une 


taine en France et plus de la moitié aux États-Unis. 
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Dans le cas de la zéine, on a déjà vu plus haut que la phase de dissolution tend 
à disparaître puisqu'on la prépare directement sous forme de solution. 48 

Au cours de la coagulation, opération essentielle dans ce genre de fabrication, 
la protéine est rendue moins réactive et insoluble dans l'eau par dénaturation, 
caractères que la zéine présente déjà partiellement avant même d'avoir été dénaturée. 

Après étirage de la fibre, le durcissement a pour but de créer des liaisons inter- 
caténaires et de réduire encore l’affinité pour l’eau au moyen d'agents tannants (acide 
tannique, sels de métaux lourds) ou d’aldéhydes dont le plus employé est le formal- 
déhyde (CROSTON, Evans et SMITH, 1945 ; EVANS et CROSTON, 1949 ; CROSTON, 
1950). 

Le formaldéhyde présente des avantages d'autant plus remarquables avec la 
zéine, que cette protéine ne se comporte pas du tout de la même façon que les autres 
(FRENCH et EDSALI, 1945). Pour la plupart des protéines, le formaldéhyde réagit 
sur les fonctions amines des résidus basiques pour les ponter sous forme oxydi- 
méthylénique 


Dans la zéine qui est pauvre en tels résidus, mais exceptionnellement riche en fonc- 
tions amides, le formaldéhyde hydraté vient former entre les amides des ponts méthy- 
léniques beaucoup plus stables que les précédents. 


CO=NH--CH,--NH- CO 


C'est en général sous forme d’une solution alcoolique alcaline, ou même d’une 
solution dans la soude que Îa zéine est filée au sein d’un liquide coagulant (SWALLEN, 
19391 ; HAROLD, 1940). Durci par le traitement consécutif au formol, le fil est ensuite 
étiré, opération qui augmente la ténacité et donne alors à la zéine une structure 
cristalline comparable à celle de la 8-kératine, ainsi que l’ont montré aux rayons X 
SENTI et ses collaborateurs (1943 et 1945). Un deuxième et dernier durcissement 
renforce encore les qualités de la fibre. 

Des procédés plus récents préconisent la fabrication de fibres semi-synthétiques 
à base de polymères (polyamides, surtout) mélangés à des protéines (HAGEMEYER 
et OGLESBY, 1958). 

A l'état pur où en mélange, la zéine confère en effet aux fibres la plupart des 
aptitudes requises (qualités mécaniques, telles que la souplesse, la ténacité et la 
résistance au froissement ; point de ramollissement élevé, résistance à l’eau et aux 
microorganismes où aux parasites, facilité de coloration, etc). 


2. Revélements ou couches minces 


Le principal usage de la zéine réside dans les revêtements de toute sorte dans la 
composition desquels elle peut entrer : laques, vernis, enrobages, couches protec- 
trices. 

Grâce à sa solubilité dans les alcools où dans certains solvants organiques vola- 
tils, elle peut être employée sous forme de solutions relativement peu visqueuses, 
dont la dessiccation donne un verni continu, transparent et incolore, dur et très résis- 
tant à l’abrasion, imperméable à l'humidité et aux graisses et pratiquement impu- 
trescible parce qu’insensible aux microorganismes aussi bien après séchage que dans 
les solutions d'emploi (MORGAN, 1943). Bien entendu, elle subit au préalable un 
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traitement par des plastifiants appropriés qui améliorent ses propriétés et atténuent 
ou Suppriment les défauts des couches minces de zéine, tels que le brunissement 
au cours du temps et la fragilité au choc. 

Les industries du papier en consomment des quantités considérables ; d’une 
part comme revêtement imperméabilisant des papiers d'emballage ou comme 
couche protectrice dans les papiers peints (Davis et al., 1933) ; d'autre part comme 
liant pour les charges à base d'argile qui entrent dans la fabrication du papier. 

Toujours comme liant, elle entre dans la composition d’un grand nombre d’encres 
d'imprimerie (MC DOWELL et CLARK, 1952 ; LEEKLEY, 1933) de peintures et de pro- 
duits adhésifs. 

Elle a été envisagée comme substituant de la gélatine dans Îes industries photo- 
graphiques et y sert souvent comme adjuvant (PRIEST, 1958), par exemple pour 
les émulsions destinées à la photographie en couleur. N'’étant pas soluble dans l'eau 
comme la gélatine, elle permet, juxtaposée à cette dernière, la préparation d'émulsions 
mixtes dont les grains d’halogénure enrobés de zéine sont dévelopnables séparément 
de ceux entourés de gélatine (LOWE, 1951). 

La gamme sans cesse croissante des matériaux de synthèse depuis environ une 
décade diminue cependant son intérêt à l’état pur. Mais elle reste très intéressante 
en mélange avec certains polymères de synthèse, et demeure en outre difficilement 
remplaçable dans certains emplois. 

Ainsi son origine biologique et sa nature protéique qui permettent son ingestion 
en font un produit commode pour le revêtement de produits alimentaires à protéger 
contre l'humidité, les microbes ou les échanges gazeux (COSLES, 1958) ou pour l'enro- 
bage des médicaments sous forme de pillules (WINTERS et DWIGHT, 1958 ; PIFHER, 
1958 ; CaRR et al., 1959). 


3. Plastiques et usages divers 


La zéine donne des matériaux thermoplastiques, c'est-à-dire susceptibles de 
se ramollir sous l’action de la chaleur (1). 5 

Elle offre l'avantage d’être compatible avec une assez large gamme de résines 
synthétiques. re 

Les composés plastifiants utilisés pour la traiter sont de nature très variée : 
esters d'acides organiques (tartrate ou phtalate de butyle), amides sulfonées aroma- 
tiques, éthylglycol, triéthanolamine, et de plus en plus, éthers phénoliques à longue 
chaîne ou dérivés d'acides gras à longue chaîne. Un certain nombre de produits ainsi 
obtenus peuvent être moulés à chaud ou employés pour la fabrication de ps des 
cellulaires. Le plus souvent ils sont incorporés à d’autres substances, Le traitemen 
par le formaldéhyde donne des plastiques comparables à ceux préparés à partir 
de la caséine. Maïs il est beaucoup plus simple et rapide dans sa mise en œuvre ae 
. La industries alimentaire ou pharmaceutique utilisent cncoé la zéine comme 
émulsionnant; et comme adjuvant à un certain nombres d'aliments RU. 
(margarine, conserves de viandes ou de sauces). Ses hydrolysats servent de source 


d'acide glutamique et de leucine. 


LL | +: PR us ol 
(x) C'est en général le cas des composés à structure linéair 
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VIII. —— DONNÉES PHYSIOLOGIQUES 


On sait encore peu de choses sur la formation des protéines au cours de la matu- 
ration et sur leur dégradation durant la germination. ; | 

La teneur en protéines du grain de Maïs varie entre I0 et 15 p. 100 environ suivant 
les variétés et les conditions de cultures. La zéine se localise presque exclusivement 
dans l’albumen du grain dont Worr et ses collaborateurs (1952) ont donné une 
description cytologique détaillée. Si elle constitue environ le tiers des protéines du 
grain mûr, elle n’est présente qu’en proportion moindre dans le grain mou (SPITZER et 
al., 1919) et n’existe pas encore dans le grain vert, ce qui laisse supposer, une syn- 
thèse rapide dans les derniers stades de la maturation, aux dépens de protéines solubles 
dans l’eau. La vitesse d'apparition de la zéine est effectivement du même ordre que 
celle de disparition des protéines hydrosolubles (ZELENY, 1935 ; BRESSANI et CONDE, 
1961). 

Une comparaison intervariétale faite sur 36 Maïs différents montre que la quan- 
tité de zéine est proportionnelle à celle des protéines totales (HANSEN et al., 1946). 

Si maintenant on fait varier le taux d'azote des Maïs, soit par la sélection, soit 
par les conditions de culture, il semble ressortir des quelques travaux sur cette ques- 
tion que la variation du taux de zéine suit deux régimes successifs : une augmenta- 
tion des protéines totales commence par entraîner un accroissement proportionnel de 
la quantité de zéine jusqu’à un certain seuil au-delà duquel la proportion de zéine 
croît plus vite que celle des protéines totales. 

FREY (1915) montre en effet par l'étude de plusieurs générations successives 
que la sélection de Maïs à taux élevé de protéines se fait aux dépens de la valeur nu- 
tritive de celles-ci, ce qui signifie que la zéine, responsable de cette baisse de valeur 
nutritive, augmente au moins aussi vite que les autres protéines. L'examen des pro- 
téines et des acides aminés d’une vingtaine de variétés (SAUBERLICH et al., 1953) 
prouve d’autre part que la proportion de zéine par rapport aux protéines totales est 
plus grande dans les variétés à taux d’azote élevé. 

MITCHELL, HAMILTON et BEADLER (1952) précisent d’ailleurs que la quantité de 
zéine en fonction des protéines totales varie linéairement pour des teneurs en protéines 
inférieures à I4 p. 100. 

Au lieu de comparer des variétés différentes, si l’on compare une même variété 
soumise à des conditions de culture différentes, les conclusions sont similaires : d’après 
HAMILTON, JOHNSON et MrTCHELL (1951), la teneur en zéine croît plus vite que celle 
en protéines totales, constatation confirmée par SCHNEIDER, EARLEY et TURK (1952). 

Tous ces résultats laissent quelque peu songeur sur l’homogénéité du matériel 
livré aux investigations des biochimistes ou des physicochimistes, encore qu’ils ne 
soient guère que très globaux et n’apportent aucune précision sur les variations de 
composition et de caractéristiques de la fraction soluble dans l'alcool que l’on baptise 
zéine. Il est en tout cas vraisemblable qu’une première cause de la divergence entre 
certains résultats (analyse d'acides aminés, évaluations de masse moléculaire) réside 
d’abord dans la variabilité inhérente aux échantillons de grain de Maïs. La zéine d’un 
Maïs contenant 10 p. 100 de protéines a en effet toute chance de différer nettement 
de celle qu’on peut extraire de grains à 16 p. 100 de protéines, mais seules des recher- 
ches entreprises sur cette question permettront d'y répondre. 
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On constate aussi l'absence quasi totale de données sur le métabolisme des pro- 


téines durant la formation ou la germination du grain, lacune malheureusement très 
générale encore pour beaucoup de céréales et de plantes cultivées. 


DE LCONCLEUSIONS 


Un des objectifs les plus intéressants de l’étude des protéines consiste à expliciter 
les relations qui peuvent exister entre leurs propriétés si étrangement diverses et leur 
composition ou leur structure. Pour la plupart des protéines, la structure joue un rôle 
prépondérant et beaucoup de chemin reste encore à parcourir pour élucider cette ques- 
tion. 

Avec la zéine, cependant, le problème est simple et se trouve en grande partie 
résolu et c’est probablement là un des côtés les plus originaux de cette protéine, du 
point de vue biochimique ou physicochimique : plusieurs propriétés importantes 
dépendent au premier chef de sa composition en acide aminé et cette dépendance est 
d'autant plus manifeste que la zéine possède une composition plus insolite. 

Le nombre élevé de ses résidus non polaires et la rareté exceptionnelle de ses 
groupements ioniques expliquent en effet de façon simple : son insolubilité dans l'eau, 
à l’origine d’une mauvaise digestibilité, mais aussi d’une résistance assez notoire aux 
attaques microbiennes ; sa faible aptitude à l’hydratation qui lui confère, en couche 
mince, une imperméabilité appréciable ; sa solubilité dans toute une gamme de sol- 
vants organiques, comme il n’en existe pour aucune autre protéine, qui la rend parti- 
culièrement maniable pour tous ses emplois industriels et simplifie sa préparation ; 
sa faible affinité, c’est-à-dire une moindre fragilité et une résistance assez bonne à la 
dénaturation, même à des températures comprises entre 100 et 1800. 

Du point de vue économique, on ne peut s’empêcher de déplorer l'utilisation 
d'une protéine à des fins autres qu’alimentaires. On peut en revanche noter que la 
composition très déficiente de la zéine en acides aminés indispensables milite, mieux 
que pour toute autre protéine, en faveur de son utilisation pour la fabrication de 
matières plastiques. En somme, les mêmes raisons qui en font une protéine de valeur 
alimentaire médiocre concourent à lui conférer les meilleures aptitudes pour l'indus- 
jne: 
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